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Implication des sous-récepteurs estrogéniques dans les mécanismes neurophysiologiques de 
modulation de la douleur 
Coulombe MA, Carrier J, Marchand S. 
Introduction : Plusieurs différences existent entre les hommes et les femmes au niveau de la 
perception de la douleur et il semble que les hormones sexuelles soient grandement impliquées 
comme mécanisme responsable de ces différences. Il a été observé que les récepteurs des 
hormones sexuelles sont largement répandus au niveau du système nerveux central, 
particulièrement dans les régions responsables de la transmission et de l'inhibition de la douleur. 
Plusieurs études ont démontré l'importance de l'estrogène dans les mécanismes associés à la 
nociception. Les estrogènes sont des hormones qui se lient à deux sous-types de récepteur 
génétiquement distincts. Le récepteur estrogénique a (ERa) est responsable particulièrement des 
comportements sexuels tant chez le mâle que chez la femelle, et le récepteur estrogénique 
p (ERP) affecte plutôt l'anxiété et l'apprentissage spatial. Des récentes études effectuées dans 
nos laboratoires démontrent que l' estrogène et la progestérone semblent avoir un effet 
hyperalgésique, en particulier, par une moindre inhibition de la douleur, tandis que la 
testostérone semble plutôt avoir un effet analgésique. De plus, il a été démontré lors de 
l' interphase du test à la formalineque les souris ERP « knockout » (KO) présente une 
hypoalgésie durant cette phase. Le récepteur ERP serait donc impliqué dans la modulation de la 
douleur. Mais qu'en est-il de la présence du récepteur ERa? Une étude a démontré récemment 
que le récepteur ERa exprimé à la membrane cellulaire modulerait la signalisation des fibres 
lll 
afférentes nociceptives au niveau des ganglions de la racine dorsale (DRG). Les résultats de 
cette étude démontrent que le récepteur ERa aurait non seulement une fonction sur le système 
reproducteur, mais jouerait un rôle dans la transmission et/ou la modulation de la douleur. 
Objectifs et hypothèses de recherche: Le but de cette étude est donc d'examiner du point de 
vu comportemental l'impact des sous-récepteurs estrogéniques sur la modulation de la 
transmission et de l'inhibition de la douleur dans un modèle de douleur aiguë, tonique et 
d'inhibition active. Afin de bien caractériser les implications possibles de ces récepteurs, des 
ligands spécifiques et sélectifs aux différents sous-récepteurs, ainsi que des souris 
ERaKO ou ER~KO ont été utilisées. 
Résultats et discussion : Contrairement à ce qui avait été observé chez le rat lors 
d'expérimentations précédentes, les réponses nociceptives associées au test à la formaline ne 
présentent aucune différence entre les mâles et les femelles. Les résultats obtenus chez la souris 
peuvent être expliqués par la variation inter-espèce et inter-souche. Néanmoins, chez les souris 
ayant reçu l'agoniste spécifique au récepteur ER~. une hyperalgésie, en comparaison des souris 
contrôles, a été observée durant I' interphase et la phase 2a du test à la formaline. Ces résultats 
confirment le rôle du récepteur ER~ dans la modulation des capacités inhibitrices de la douleur. 
Quant aux souris ERaKO, celles-ci ont présenté une augmentation du comportement 
douloureux en phase 1 (douleur aiguë), ce qui représente une modulation de la transmission de 
la douleur entre la périphérie et la moelle épinière. Une hyperalgésie spécifique aux femelles a 
aussi été observée lors de !'interphase. Cette variation entre les sexes pourrait s'expliquer par 
IV 
une différence des mécanismes neurophysiologiques de contrôle de la douleur entre les mâles et 
les femelles [Gaumond et al., 2007]. Ces résultats suggèrent que l'influence du récepteur ERa 
sur la modulation de l'inhibition de la douleur par les centres supérieurs est dépendante du sexe. 
Conclusion: Ces résultats ont permis de caractériser pour la première fois dans un modèle de 
comportement animal !_es effets distincts des deux sous-types de récepteurs estrogéniques, d'une 
part l'effet hypoalgésique associé à l'activation du récepteurERa et d'autre part l'effet 
hyperalgésique associé à l'activation du récepteur ER~. 
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Introduction 
CHAPITRE 1 : LA DOULEUR 
1.1 Introduction à la douleur 
La douleur est une expérience hautement subjective se définissant comme étant une expérience 
sensorielle et émotionnelle désagréable associée à des lésions tissulaires réelles ou potentielles 
ou décrite en termes de telles lésions [IASP, 1994]. Lorsqu'on étudie la physiologie de la 
douleur, on parle plutôt de nociception, c'est-à-dire les mécanismes neurophysiologiques 
associés à la douleur. Lorsque des nocicepteurs (mécaniques, thermiques ou chimiques) sont 
activés, il y a création d'une activité chimioélectrique qui se propage à travers des fibres 
sensorielles (AP, AcS et C), de la périphérie jusqu'à la moelle, où l'information est redirigée afin 
d'être intégrée en terme d'intensité, de qualité et d'appréciation spatio-temporelle. Ce sont ces 
signaux qui permettent finalement l'activation des muscles effecteurs au besoin. 
La douleur est modulée par un système de régulation complexe. Il est représenté comme étant un 
réseau vaste et multiple du système nerveux [Marieb, 1999]. 
1. 1. 1 Nociception versus douleur 
Le terme nociception est défini, selon l'IASP (International Association for the Study of Pain), 
comme étant l'activité chimioélectrique des récepteurs et des fibres nerveuses provoquée par 
une stimulation potentiellement dangereuse pour l'organisme. En fait, il s'agit de l'ensemble des 
composantes neurophysiologiques mettant en œuvre tous les mécanismes de défense du corps et 
permettant la perception de la douleur. En d'autres termes, la douleur joue un rôle de signal 
d'alarme pour le corps, afin de le prévenir d'une atteinte à son intégrité physique [Rey, 1993]. 
1.1.2 Diverses composantes de la douleur 
La douleur est composée de quatre grandes sphères caractéristiques. Premièrement, l'aspect 
sensori-discriminatif, qui permet la localisation et la mesure de l'intensité d'un stimulus 
nociceptif. Deuxièmement, une composante motiva-affective mettant en jeu l'ensemble du 
système limbique et permettant l'incorporation de l'aspect émotionnel associé à la douleur. 
Troisièmement, l'aspect cognitif, qui permet de concentrer son attention, l'anticipation de 
certains événements ou sensations, ainsi que la mémorisation de la douleur. Quatrièmement, la 
dimension comportementale, qui induit une réaction au stimulus nociceptif, qu'elle soit motrice, 
verbale et/ou végétative [Calvino & Grilo, 2006]. Ces différentes sphères ne sont pas 
indépendantes, mais bien inter-relationnelles. Une seule stimulation nociceptive peut mener à un 
long enchaînement d'évènements moléculaires, menant à l'intégration q_e toutes ces facettes de 
la douleur. 
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1.1.3 Les différents types de douleur 
Douleur aiguë 
La douleur aiguë est une douleur vive et immédiate. Elle ne dure que quelques 
secondes/minutes, et est généralement causée par un stimulus thermique (contact de la peau avec 
du feu) ou mécanique (un pincement, un coup). [Guirimand & Bars, 1996, Serpell et al., 1998] 
Douleur inflammatoire 
L'inflammation fait généralement suite à une lésion tissulaire, mais peut se présenter pour 
d'autres raisons. Lors d'une blessure, il y a libération, par diffusion des vaisseaux sanguins vers 
l'organe affecté, de médiateurs de l'inflammation telle que la substance P (libérée par les 
terminaisons nerveuses et qui possèdent des propriétés vasodilatatrices favorisant l'exsudation 
plasmatique), le « calcitonin gen-related peptide »· (CORP), l'histamine (produit par la 
dégranulation des mastocytes), la bradykinine, des prostaglandines et la sérotonine (produite 
suite à l'agrégation plaquettaire). Certaines de ces substances sont algogènes, par exemple la 
sérotonine, la bradykinine et les ions W et K+), ce qui facilite le déclenchement d'influx 
nerveux. D'autres sont plutôt sensibilisatrices, comme les prostaglandines, les leucotriènes et 
l'histamine. [Basbaum & Woolf, 1999, Julius & Basbaum, 2001] 
La douleur chronique 
La douleur chronique est une sensation douloureuse qui persiste pendant plusieurs mois 
(supérieure à trois mois selon les critères de l'IASP). Elle est généralement causée par de 
l'inflammation et/ou à une sensibilisation des nocicepteurs des voies transmettant l'influx 
nociceptif au niveau spinal [Calvino & Grilo, 2006]. 
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1.2 Mécanisme de la douleur: La voie ascendante 
Une stimulation nociceptive débute tout d'abord par la stimulation d'un nocicepteur qui est la 
terminaison libre d'une fibre nerveuse quel' on retrouve au niveau de la peau, des muscles et des 
viscères [Coutaux et al., 2005, Guirimand & Bars, 1996]. Lorsque ces fibres sont stimulées, elles 
utilisent l'énergie du stimulus qu'il soit thermique, mécanique ou chimique, et le transforme en 
énergie électrique [Coutaux et al., 2005]. Cette transduction est créée par la dépolarisation de la 
membrane cellulaire, formant ainsi un influx nerveux. Si l'amplitude de cette dépolarisation est 
suffisante, elle produira la dépolarisation de la fibre afférente qu'on appellera alors un potentiel 
d'action. Ce potentiel d'action se propage ensuite dans une fibre. En général, un stimulus recrute 
plusieurs nocicepteurs et se propage dans plusieurs fibres [Flor, 2002]. 
La dépolarisation d'une fibre dépend de l'intensité du stimulus et du type de fibre nerveuse. Le 
neurone se dépolarisera de façon graduelle jusqu'à une réponse de 100 %. Un potentiel d'action 
est une activité de type « tout ou rien». Le potentiel d'action sera déclenché uniquement si 
l'intensité de la stimulation est suffisante. De façon générale, un potentiel d'action possède des 
caractéristiques spécifiques de durée et d'amplitude. [Marieb, 1999] 
Les cellules réceptrices de la périphérie ne sont pas spécialisées dans la nociception [Guirimand 
& Bars, 1996]. Selon le type et l'intensité du stimulus, différents types de neurones sensoriels 
seront activés. Il existe trois types de fibre nerveuse somatique conduisant l'information 
sensorielle sous forme d'influx nerveux : les fibres A~, Ao et C . Elles sont divisées en trois 
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classes relatives à leur diamètre, leur vitesse de transmission, et les informations sensorielles 
qu'elles transportent. 
Les fibres A~: 
Il s'agit de fibres de grand calibre (6-20 µm) qui sont myélinisées. La gaine de myéline, formée 
de neurolemmocytes [Marieb, 1999], protège l'axone et l'isole électriquement. Cela permet 
d'accroître la vitesse de transmission de l'influx nerveux à travers la fibre. En effet, grâce à la 
gaine de myéline, l'information généralement non-nociceptive (toucher, proprioception) se 
propage par les nœuds de Ranvier des fibres A~ à une très grande vitesse (30-120 mis). 
Les fibres Aô 
Ces fibres sont de plus petits calibres en comparaison des fibres A~, de 2 à 5 µm. Elles sont 
aussi myélinisées, mais de façon moins importante. Cela leur permet de transmettre 
l'information de façon relativement rapide (4-40 mis) et précise. L'information que les fibres Aô 
transportent est nociceptive, provenant principalement de stimuli mécaniques. 
Les fipres C 
Les fibres C, aussi appelées nocicepteurs polymodaux, sont de beaucoup plus petit calibre (0,3-3 
µm) et ne sont pas myélinisées. Elles transportent l'information nociceptive (mécanique, 
thermique et chimique) de façon plus lente (environ 2 mis) et de façon diffuse. Il s'agit de la 
fibre la plus abondante puisqu'elle représente 80 % des fibres afférentes cutanées [Kumazawa, 
1990]. 
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Le corps cellulaire de ces fibres sensorielles se trouve dans les ganglions de la racine 
rachidienne postérieure [Wall et al., 1989]. C'est à ce niveau que les nerfs périphériques 
rejoignent le système nerveux central. Dans le cas des fibres A8 et C, la fibre nervêuse se divise 
collatéralement sur l à 6 segments, ce qu'on appelle le faisceau de Lissauer [Wall et al., 1989]. 
Cette diffusion étagée crée le caractère diffus et brouille l'aspect discrirninatif du signal 
douloureux. Ce sont les fibres A8 et C qui sont responsables respectivement de la première et de 
la seconde douleur. La première douleur est une douleur localisée et rapide liée aux fibres A8, 
tandis que la seconde douleur est plus diffuse et lente et correspond à l'activation des fibres C. 
Les signaux nociceptifs voyagent de la périphérie vers la moelle dans des fibres afférentes 
nociceptives. Celles-ci entrent dans le système nerveux central par les cornes dorsales de la 
moelle épinière où elles font synapse avec des neurones secondaires transportant l'information 
vers les centres supérieurs. 
La moelle épinière est une étape très importante de la transmission nociceptive. Il s'agit non 
seulement de l'étape de transition entre la périphérie et les centres supérieurs, mais aussi une 
étape de modulation, où l'information nociceptive peut être inhibée ou amplifiée. La substance 
blanche de la moelle est une zone formée de fibres myélinisées. Elle contient les axones des 
cellules nerveuses ascendantes et descendantes. La substance grise est une zone riche en 
neurones et fibres nerveuses amyélinisées. Elle est composée principalement de corps cellulaires 
et de cellules gliales [Brasseur et al., 1997, Marieb, 1999]. La substance grise se divise en 10 
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lames, dont 6 sont situées dans la corne dorsale, 3 dans la corne ventrale et une entourant 
l'épendyme [Brasseur et al., 1997]. 
Les cornes dorsales sont les plus intéressantes dans l'étude de la douleur, puisque c'est au 
niveau dorsal que pénètre, de façon perpendiculaire, une majorité de fibres nociceptives Aô et C, 
répondant aux stimuli périphériques de hautes intensités. Ces fibres projettent leurs afférences 
particulièrement dans les couches superficielles I et Il, ainsi que plus profondément dans les 
couches V, VI, VII et X. C'est à ces niveaux que les fibres afférentes primaires font synapse 
avec les neurones secondaires [Brasseur et al., 1997]. Dans le cas des fibres non nociceptives 
A~, lors de leur entrée dans la moelle, elles se divisent en deux branches. La première branche 
est ascendante et permet à la fibre de pénétrer sur plusieurs segments de la substance grise 
médullaire. La seconde branche rejoint la jonction cervicobulbaire (les noyaux Gracilis et 
cunaelus), où elle active le système lemniscal [Wall et al., 1989, Bonnet, 1991]. 
Les fibres afférentes primaires peuvent faire synapse avec deux types de neurones. Tout 
d'abord, les fibres afférentes primaires peuvent faire synapse avec un neurone de projection qui 
transportera ensuite l'information vers les centres supérieurs. Ou alors, les fibres afférentes 
primaires peuvent faire synapse avec un interneurone médullaire excitateur ou inhibiteur. Ce 
dernier transmettra l'information nociceptive soit à un neurone de projection de la voie 
ascendante, ou un motoneurone commandant des activités réflexes. L'influx nerveux se propage 
par la libération de neurotransmetteurs à la synapse. Ces neurotransmetteurs sont généralen;ient 
des acides aminés excitateurs ou des neuropeptides. De plus, plusieurs molécules importantes 
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pour la transmission nociceptive, comme la dynorphine et l' enképhaline (agissant sur des 
récepteurs opioïdes), l'acide gamma aminobutyrique (GABA), !'acétylcholine, et l'adénosine, 
modulent les effets des neurotransmetteurs de la première synapse des voies nociceptives. Lors 
d'un événement nociceptif, l'arrivée du potentiel d'action à l'extrémité de l'axone induit 
l'activation de pompes calciques. L'entrée de Ca2+ dans la synapse provoque la fusion des 
vésicules synaptiques avec la membrane, permettant ainsi la libération du/des 
neurotransmetteurs dans la fente synaptique, principalement le glutamate, l'aspartate, la 
substance Pet le CGRP. 
Lorsque ces neurotransmetteurs se lient à leurs récepteurs au niveau de la membrane post-
synaptique, il peut se produire deux types de réaction. La première est l'entrée d'ions (dans le 
cas de la liaison à un récepteur ionotropique), ce qui provoque la variation du potentiel de repos 
jusqu'à la dépolarisation du neurone secondaire. La deuxième est l'activation d'une cascade de 
seconds messagers (dans le cas de récepteurs métabotropiques), ce qui induit la phosphorylation 
de certaines protéines, ce qui provoque l'ouverture de canaux calciques, la production d'inositol 
triphosphate (IP3) ou de diacylglycérol (DAG) et finalement la transcription de certains gènes. 
Lorsque les afférences nociceptives primaires relâchent les neurotransmetteurs, ils activent des 
neurones secondaires qui traversent la moelle par la commissure grise antérieure et forment la 
voie spinothalamique et spinoparabrachiale, toutes deux situées dans le quadrant antérolatéral 
controlatéral et montent aux centres supérieurs, vers le thalamus somatosensoriel et le tronc 
cérébral [Besson & Chaouch, 1987, Willis & Coggeshall, 1991]. Donc, les projections 
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supraspinales, visant la formation réticulée (de la médulla oblongata, responsable de la réponse 
végétative au stimulus nociceptif), le mésencéphale (amené à la substance grise périaqueducale 
(SGPA) et au noyau cunéiforme par les faisceaux spinaux mésencéphaliques) et le thalamus 
(ventropostérolatéral, spécifique au toucher et à la nociception) sont controlatéral au stimulus. 
Les neurones du thalamus font alors synapse avec un neurone tertiaire qui se projette vers le 
cortex somatosensoriel et vers le système limbique. Les voies rejoignant les centres supérieurs 
permettent l'intégration de l'information sur la qualité sensorielle de la douleur (localisation, 
durée, intensité) ainsi que la mise en place des différentes sphères de la douleur mentionnées 
plus tôt [Guirimand & Bars, 1996]. Toute information nociceptive subit les influences 







[Guirimand & Bars, 1996] 
Figure 1. Voie ascendante de la douleur 
L'influx nerveux est initié à la périphérie. Par la suite, il s·e propage jusqu'à la moelle épinière 
où il pénètre par les cornes dorsales. Les fibres afférentes sensorielles se tenninent dans les 
lames supérieures et profondes de la moelle où elles font synapse avec un neurone secondaire 
projetant vers différentes régions des centres supérieurs. [Guirimand & Bars, 1996] 
1.3 Mécanisme de la douleur : Les voies descendantes 
La douleur est une sensation qui peut être modulée par différents paramètres environnementaux 
(affectif, socio-culturel, géographique) [Calvino & Grilo, 2006] et physiologiques (hormones, 
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stress, conditions pathologiques). Elles peuvent être inhibitrices ou facilitatrices [Gebhart, 
2004], et sont dites descendante puisqu'elles sont initiées au niveau supraspinal, et qu'elles 
descendent par le funiculles dorsolatéral, dans le cas des influences inhibitrices, et par la partie 
ventrale/ventrolatérale de la moelle, dans le cas des influences facilitatrices [Urban & Gebhart, 
1997, Zhuo & Gebhart, 1997, Zhuo & Gebhart, 1992, Zhuo & Gebhart, 1990]. La transmission 
de l'information nociceptive vers les centres supérieurs résulte du déséquilibre entre les voies 
excitatrices et les voies inhibitrices [Guirimand & Bars, 1996, Brasseur et al., 1997]. La 
modulation des signaux nociceptifs peut se produire à différents niveaux et peut être tonique ou 
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déclenchée par une stimulation nociceptive (CIDN, contrôle inhibiteur diffus nociceptif) 
[Guirimand & Bars, I 996]. 
1.3.1 Mecanisme supraspinal 
La substance grise périaqueduquale (SGPA), particulièrement la partie ventrolatérale, ainsi que 
le noyau du raphé, situé dans la médulla rostroventrale, sont des éléments prédominants de la 
modulation de la douleur par la voie inhibitrice descendante [Y aksh & Rudy, 1978]. Cependant, 
il a été clairement démontré que des contrôles descendants étaient aussi produits par le cortex 









Figure 2. Voies descendantes de modulation de la douleur 
Vue schématique des voies descendantes de modulation de la douleur. Celles-ci sont initiées au 
niveau des structures cérébrales. Il est à noter que plusieurs régions du cerveau sont impliquées 
dans la modulation de l'information nociceptive, particulièrement la substance grise 
périaqueducale (PAG) et la médulla rostroventrale (RVM) qui sont des points convergents de 
ces mécanismes de modulation de la douleur. 
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La SGPA se projette non seulement vers le locus coeruleus, la formation réticulée médullaire et 
le noyau du raphé magnus (NRM), mais aussi vers le système limbique et le noyau thalamique 
intralaminaire [Cameron et al., 1995, Shah & Dostrovsky, 1980, Yezierski et al., 1982, 
Bockstaele et al., 1991, Eberhart et al., 1985]. Ce sont ces régions qui se projettent vers la 
moelle par le funiculus dorsolatéral. Lors de l'activation de la SGPA, il y a activation de 
différents types de neurones. Ceux qui se rendent vers le NRM sont sérotoninergiques 
[Yezierski et al., 1982]. Lors de la stimulation du NRM, les neurones en émergeant libèrent de la 
sérotonine au niveau de la moelle postérieure [Besson, 1990]. Le locus coeruleus, pour sa part, 
libère de la noradrénaline au niveau des cornes postérieures de la moelle où il existe des 
récepteurs adrénergiques particulièrement de type alpha 2 [Brasseur et al., 1997]. L'inhibition 
des neurones dorsaux par cette voie descendante peut se produire par la libération de différents 
neuromédiateurs, tels que la sérotonine et la noradrénaline telle que mentionnée plus haut, mais 
aussi par la libération de GABA, de glycine et de peptides opioïdes [Lin et al., 1996b, Lin et al., 
1996a, Lin et al., 1996c, Peng et al., 1996a, Peng et al., 1996b, Peng et al., 1996c, Cui et al., 
1999, Budai et al., 1998, Budai & Fields, 1998]. 
Cependant, il est important de savoir qu'il n'y a pas de séparation anatomique distinguant les 
contrôles inhibiteurs et les contrôles fascilitateur de la douleur. Bien souvent, une même 
stimulation d'une structure peut entrainer simultanément l'activation des contrôles inhibiteurs et 
fascilitateurs puisqu'un même neurostransmetteur, dépendamment quel récepteur il active, 
pourra être excitateur ou inhibiteur [Millan, 2002]. 
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L'inhibition et l'excitation par les centres supérieurs peut se produire à différents niveaux; 
premièrement, par l'action sur des récepteurs postsynaptiques, deuxièmement, par l'action sur 
certains interneurones médullaires influençant la transmission par les fibres afférentes primaires, 
et troisièmement, par l'action faite sur des récepteurs présynaptiques, permettant la modulation 
de la libération des neurotransmetteurs [Dickenson, 1993]. 
1.3.2 Mécanisme spinal 
ContrOlu 
dNcondanta 
lntorn.uronH [Guirimand & Bars, 1996] 
Figure 3. Modulation de la transmission spinale des signaux nociceptifs 
Plusieurs neurotransmetteurs et neuromodulateurs sont impliqués dans les mécanismes 
d'inhibition spinaux. Ces neurotransmetteurs et neuromodulateurs peuvent avoir des effets 
dépolarisants ou hyperpolarisants lors de leur liaison à leur récepteur. On note le rôle particulier 
des interneurones inhibiteurs et excitateurs modulant la transmission de l'information 
nociceptive. 
La modulation des voies afférentes de la douleur au niveau spinal est mieux connue. Dès 
l'arrivée du signal dans la moelle épinière, les neurones afférents primaires sont modulés 
(activés ou inhibés) par les acides aminés excitateurs et les neuropeptides, particulièrement la 
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substance P et le CGRP. De plus, les signaux pénètrent dans la moelle et se dirigent vers les 
centres supérieurs en traversant un système d'intemeurones qui peuvent être excitateurs (CCK, 
NO synthase) ou inhibiteurs (GABA, glycine, opioïde). Finalement, un des systèmes de contrôle 
inhibiteur largement discuté dans la littérature est le modèle du « gate control », ou théorie du 
portillon, présenté par Melzack et Wall en 1965. Il s'agit en fait, d'intemeurones contrôlant 
l'équilibre entre les messages nociceptifs et non-nociceptifs présents dans les neurones 
nociceptifs non-spécifiques [Melzack & Wall, 1965]. Ils ont démontré que le recrutement de 
fibres A~ permet l'activation d'intemeurones inhibiteurs qui bloquent les informations 
nociceptives provenant d'un même segment de la moelle. 
1.4 L'étude de la douleur 
1.4.1 L'utilisation d'animaux en laboratoire 
La souris est l'une des espèces les plus utilisées dans l'étude de la douleur. En comparaison avec 
le rat, l'avantage des modèles murins est la facilité à les modifier génétiquement. 
L'expérimentation sur les animaux dans l'étude de la douleur a débuté afin de pouvoir tester des 
stimuli plus intenses que chez l'humain et permettant de voir l'implication moléculaire de ces 
stimuli au niveau du système nerveux central. L'utilisation d'animaux en laboratoire a 
longtemps été controversée, cependant, cette pratique est maintenant balisée selon les critères du 
Conseil Canadien de protection des animaux (CCPA) se basant sur les principes proposés par 
Russel et Burch en 1959 (CCPA, Les trois R de l'expérimentation animale appropriées. Dans: 
Formation des utilisateurs d'animaux d'expérimentations. - Modules du tronc commun) qui 
propose le remplacement, la réduction et le raffinement afin de rendre éthiquement acceptable la 
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recherche chez les animaux et éviter les abus. Brièvement, cela signifie remplacer les animaux 
par un modèle autre lorsque possible; en utiliser le plus petit nombre nécessaire; et réduire la 
douleur à l'essentiel tout en considérant l'objectif de l'étude. 
Puisque la douleur relève de la perception, elle est complexe à évaluer chez un animal. Leur 
douleur est mesurée uniquement à partir du comportement (il est impossible de l'évaluer de 
façon subjective comme chez l'humain), donc de façon indirecte. Le comportement, qu'il 
s'agisse du comportement animal ou humain, varie énormément en fonction de l'individu, de 
l'espèce ou de la race [Beaulieu, 2005]. De plus, les comportements des animaux sont fortement 
influencés par certains facteurs de l'environnement, tel que le rythme circadien, les conditions 
d'hébergement, la manipulation des animaux, l'ordre dans lequel les animaux sont testés et le 
manipulateur [Vissers et al., 2003]. 
Il faut être prudent en ce qui concerne la transposition des résultats de la souris à l'humain. Par 
exemple, le rôle du sexe dans l'analgésie provoquée par l'activation des récepteurs opioïdes est 
inversé entre les souris et l'humain. Chez l'humain, les femmes sont plus sensibles aux agonistes 
opioïdes spécifiques des récepteurs mu (MOR) et kappa (MOK)que les hommes. Chez les souris 
C57BU6, les mâles sont plus sensibles à la morphine que les femelles [Craft, 2003]. Ceci n'est 
pas observable pour toutes les souches de souris, puisque dans plus de sept autres souches 
aucune diffé_rence entre les mâles et les femelles n'est notée [Kest et al., 1999]. De plus, ces 
variations dépendent également des tests auxquels les animaux sont soumis. Malgré cela, la 
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connaissance des contraintes et limites de nos sujets expérimentaux permet une meilleure 
compréhension et une meilleure analyse des résultats obtenus. 
1.4.2 Le test à la formaline 
Le test à la formaline est un test comportemental largement utilisé dans l'étude de la 
nociception. L'injection de formaline intraplantaire (formaldéhyde 1 à 10 % dans du NaCl 0,9 % 
[Rosland et al., 1990]), produit un comportement douloureux modéré et continu ressemblant 
davantage à une douleur clinique que les modèles de douleur aiguë, comme les tests de retrait de 
la queue ou de la plaque chauffante [Murray et al., 1988, Dennis & Melzack, 1980, Abbott et al., 
1982]. Généralement, le comportement douloureux est quantifié selon une échelle_pondérée, tel 
que décrit originalement chez le chat et le rat par Dubuisson et Denis (1977): 
0 = La souris ne démontre aucun signe de douleur vis-à-vis la patte injectée 
1 = La souris démontre un faible comportement douloureux face à la patte injectée, c'est-à-dire 
que la souris met peu ou pas de poids sur la patte injectée, montre une réticence face à 
l'utilisation normale de sa patte. 
2 = La souris démontre des signes clairs de douleur. La patte injectée est maintenue surélevée du 
sol. La souris se déplace sur trois pattes dans' le but clair d'éviter la douleur. Il sera mentionné 
comme un comportement de « retrait», mais aussi comportement de « trépidement ». 
3 = La souris lèche, mordille ou secoue la patte injectée dans le but clair de soulager la douleur. 
Ce comportement sera mentionné comme un comportement de « lèchement » 
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Plusieurs groupes divisent les comportements nociceptifs chez le rat en plusieurs comportements 
différents : [Tjolsen et al., 1992] 
« retrait » ou « flexing » : soulèvemen_t de la patte 
« lèchement » et le « mordillement » ou « licking » et « biting »: lèchement et mordillement de 
la patte 
« piétinement » ou « paw-jerking » : soulèvement répété en un cours laps de temps 
« trépidement » ou « flinching » : parfois décrit comme équivalent du comportement de 
« retrait », parfois décrit davantage comme un comportement de « piétinement » incluant 
certaines composantes de comportement de« shaking » (secouement de la patte) 
De plus, d'autres comportements sont aussi quantifiés ou incorporés dans les scores nociceptifs 
comme les comportements de frottement de la figure, de redressement sur ses pattes arrières 
ainsi que d'exploration. 
Le test se déroule généralement sur 60 minutes, les comportements sont notés en temps réel, ce 
qui permet de calculer la moyenne des scores nociceptifs en bloc de trois minutes 
((temps*O)+(temps* !)+(temps* 2)+(temps* 3))/3 minutes. Certains groupes modifient les poids 
associés à chacun des scores nociceptifs selon le type d'animal utilisé [Coderre et al., 1993]. 
D'autres mesurent uniquement le nombre de seconde passé en comportement de« trépidement » 
ou en comportement de « lèchement/mordillement » ou bien encore la fréquence de 
«piétinement» par bloc de 3 minutes. La façon de quantifier et d'analyser les résultats dépend 
en grande partie du type d'animal utilisé lors du test. 
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Il est aussi possible de diviser les comportements, soit « trépidement », 
« lèchement/mordillement », « piétinement », afin de tirer différentes conclusions. Ces 
comportements peuvent être associés à différents mécanismes neurophysiologiques, dont des 
mécanismes davantage spinaux (comportement de «.trépidement» décrit d'avantage comme du 
«piétinement» puisque distinct du comportement de « retrait») ou des mécanismes davantage 
suprapinaux (comportement de «lèchement») [Ceccarelli et al., 2003]. Le comportement de 
« trépidement» est souvent le plus utilisé puisqu'il est beaucoup moins modulé par: les 
composantes environnementales [Tjolsen et al., 1991a, Tjolsen et al., 1991b, Berge et al., 1991, 
Wheeler-Aceto & Cowan, 1991]. 
Chez la souris, la quantification et l'analyse se fait différemment puisque les comportements 
nociceptifs sont plus difficiles à quantifier dû à une vitesse de mouvement supérieure, mais plus 
stéréotypé [Tjolsen et al., 1992, Hunskaar et al., 1985]. Donc, plusieurs équipes de recherche 
observent uniquement le comportement de « lèchement » et de « mordillement » plutôt que le 
score comportemental décrit par Dubuisson and Dennis (1977), puisqu'il est davantage 
caractéristique et consistant dans le temps [Hunskaar et al., 1985, Hunskaar & Hole, 1987, 
Murray et al., 1988, Sufka et al., 1998, Mogil et al., 1998]. La technique de scores nociceptifs 
présente beaucoup plus de variabilité [Murray et al., 1988]. Le comportement de « piétinement » 
(parfois présenté comme étant du « trépidement ») n'étant pas présent chez la souris [Sufka 
et al., 1998, Wilson & Mogil, 2001], il est très difficile de tirer des conclusions sur les régions 
sous-tendant des mécanismes associés à ces comportements (soit spinal ou supraspinal). De 
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plus, le comportement de « trépidement», chez la souris, dépend fortement de la température 
ambiante de la pièce. Les comportements de frottement du visage et de locomotion sont très peu 
corrélés avec l'index de nociception et d'antinociception chez la souris [Sufka et al., 1998). 
Le test à la formaline est largement utilisé puisqu'il produit une réponse triphasique permettant 
l'observation de douleur aiguë, tonique, ainsi que du contrôle inhibiteur endogène de la douleur 
[Abbott et al., 1995, Tjolsen et al., 1992, Watson et al., 1997, Gaumond et al., 2002). 
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Phases: 1 lnt 2a 2b 












Figure 4. Graphique type de résultats de test à la formaline 
Représentation d'une courbe standard de test à la formaline avec description des différentes 
phases. 1 : phase 1; Int: Interphase; 2a: Phase 2a; 2b: Phase 2b [Spooner et al., 2007]. 
Il a été démontré que la phase 1, de l'injection à la 9e minute, représente la période d'excitation 
des nocicepteurs cutanés provoquant l'activation des fibres C, donc d'une douleur aiguë 
[Tjolsen et al., 1992, Hunskaar & Hole, 1987]. Il a été démontré que l'injection de capsaïcine, 
qui produit une réduction des récepteurs vaniloïdes des fibres C [Jancso et al., 1977, Nagy et al., 
1980, Nagy et al., 1981, Nagy et al., 1983], inhibe cette phase [Shibata et al., 1989]. 
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La phase 2, mesurer à partir de la 18e minute [Gaumond et al., 2002, Gaumond et al., 2005], 
serait plutôt reliée à une réaction inflammatoire au niveau des tissus périphériques [Tjolsen 
et al., 1992, Hunskaar & Hole, 1987, Hunskaar et al., 1986, Shibata et al., 1989, Shibata et al., 
1986, Dubuisson & Dennis, 1977]. Il a été démontré que plusieurs anti-inflammatoires, sélectifs 
et non-sélectifs des cyclo-oxygènase-2 (COX-2), produisent une atténuation du comportement 
de « trépidement» [Yamamoto & Nozaki-Taguchi, 2002, Veiga et al., 2004, Torres-Lopez et al., 
2002, Ochi et al., 2000]. Cette phase peut aussi être causée par une sensibilisation spinale suite à 
l'excitation des fibres C ainsi qu'aux changements fonctionnels présents dans la corne dorsale 
s'en découlant [Yashpal & Coderre, 1998, Yashpal et al., 1996, Dickenson & Sullivan, 1987, 
Vaccarino & Melzack, 1989, Winter et al., 1962]. 
Récemment, Spooner et al. (2007), suite à des mesures de nociception chez les souris ER~KO, 
ont observé une variation de la réponse nociceptive associée au test à la formaline lors de la 
phase 2 précoce et tardive du test à la formaline. Ils suggèrent un possible effet de l'estrogène 
sur la phase 2 précoce (phase 2a) possiblement associé à une prolongation des mécanismes de 
l' interphase, ou bien un effet particulier sur la réponse inflammatoire et la sensibilisation 
spinale. Puisque le projet de recherche présenté ci-dessous s'intéresse aussi à la relation entre les 
récepteurs estrogéniques sur la modulation de la douleur associée au test à la formaline, nous 
avons aussi décidé d'observer les variations possibles durant la phase 2 en divisant celle-ci de la 
même façon que Spooner et al. (2007). 
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L'interphase, décrite entre la phase 1 et la phase 2 (mesuré entre la 9e à la 18e minute par 
Gaumond et al., (2002;2005))[Gaumond et al., 2002, Gaumond et al., 2005, Spooner et al., 
2007], a longtemps été considérée comme une phase d'inactivité [Puig & Sorkin, 1996, McCall 
et al., 1996]. Cependant, James Henry a démontré (1999) que l' interphase sous-tendait un 
processus d'inhibition active de la douleur [Henry et al., 1999] . 
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Figure 5. Démonstration de l' interphase. 
Ces résultats démontrent que lors de la seconde injection de formaline après 20 minutes de la 
première, une réponse triphasique se produit. Une seconde diminution de la réponse nociceptive 
se produit après 10-15 min de la seconde injection. 
Ces résultats lui ont permis de déterminer, premièrement que la diminution observée lors de 
!'interphase est bel et bien un mécanisme d'inhibition actif (confirmé par électrophysiologie), 
qu'elle est complète après une seule injection de formaline et que cette phase peut inhiber 
complètement une phase nociceptive. Deuxièmement, l'inhibition ne requiert pas un axe neural 
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intact, puisqu'il a observé une réponse biphasique nociceptive chez les rats spinalisés. 
Finalement, l'inhibition n'est pas régulée par un mécanisme GABAergique puisqu'elle est 
présente sous anesthésie au pentobarbital [Henry et al., 1999]. 
Par la suite, plusieurs équipes de recherche ont continué à explorer les mécanismes d'action 
reliés à l' interphase. Entre autres, il a été démontré que les hormones sexuelles modulent 
particulièrement cette phase d'inhibition active [Gaumond et al., 2002, Gaumond et al., 2005], 
ce qui rend le test à la formaline très pertinent dans l'étude du rôle des hormones sexuelles dans 
la douleur. Une étude particulièrement intéressante a été effectuée dans le but de déterminer le 
mécanisme sous-tendant !'interphase, ainsi que la différence entre les mâles et les femelles. 
Gaumond et ses collaborateurs [Gaumond et al., 2007] ont injecté des antagonistes sélectifs 
(intra-péritonéale) et non-sélectifs (intra-péritonéale et intra-thécale) des récepteurs 
opioïdergiques. Ils ont observé un blocage prédominant de !'interphase par la naloxone, 
spécifiquement chez les femelles. Ceci suggère que !'interphase implique davantage des 
systèmes opioïdes chez la femelle, et non-opioïdergiques chez le mâle. De plus, seule la 
combinaison des antagonistes pour les récepteurs kappa et delta opioïdes produit un blocage 
significatif de !'interphase chez les femelles. 
L'interphase, décrite entre la 9e et la 1 ge minute par Gaumond et al. (2002;2005) [Gaumond 
et al., 2002, Gaumond et al., 2005, Spooner et al., 2007], est donc considéré comme étant un 
mécanisme d'inhibition actif de la douleur [Henry et al., 1999]. De plus, Gaumond et al. 
(2002;2005) ont démontré que cette section est particulièrement impliquée dans les différences 
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entres les mâles et les femelles [Gaumond et al., 2002] ainsi que lors de l'étude de l'influence 
des hormones gonadiques dans les mécanismes de modulation de la douleur [Gaumond et al., 
2005]. Cette même division a été réutilisée lors de l'étude de la réponse nociceptive associée au 
test à la formaline chez les souris ERBKO [Spooner et al., 2007]. Cependant, tout comme les 
méthodes d'analyse du comportement, au cours des années, le test à la formaline a été divisé de 
différentes façons par les divers groupes de recherche. Puisque le projet de recherche présenté 
ci-dessous s'intéresse au rôle des récepteurs estrogéniques sur la modulation de la douleur 
associée au test à la formaline, nous avons décidé d'utiliser les mêmes divisions que Gaumond 
et al. (2002;2005). 
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CHAPITRE 2 : LES HORMONES SEXUELLES 
2.1 Les hormones sexuelles 
2.1.1 Les hormones 
Les hormones sont des molécules sécrétées par une glande endocrine en réponse à une 
stimulation. Le rôle des hormones est de transporter un message d'une cellule à une autre. Cette 
substance peut avoir un effet autocrine, c'est-à-dire sur la cellule qui la produit, ou paracrine, sur 
une autre cellule. Les hormones sont transportées par le sang, généralement liées à une molécule 
de transport, ou bien de façon libre jusqu'à l'organe cible. Ces substances modulent le 
fonctionnement du corps entier, y compris le SNC, où elles régulent particulièrement le 
comportement, les fonctions cognitives, l'humeur, l'appétit, l'apprentissage, la mémoire et les 
activités sexuelles. Les hormones présentes au niveau du SNC (des neurohormones) sont en 
relation très proche avec la production et la libération des neurotransmetteurs [Goodman et al., 
2001, Greenspan & Gardner, 2004]. En effet, lorsque les hormones neuronales activent leurs 
cibles, elles provoquent la libération de neurotransmetteurs. Les neurotransmetteurs se 
distinguent des neurohormones par leurs poids moléculaires ainsi que leurs durées et leurs cibles 
d'action. 
2.1.2 Les hormones stéroïdiennes 
Les hormones sexuelles font partie de la famille des hormones stéroïdiennes. Tous les stéroïdes 
sont dérivés de la prégnènolone et possèdent une structure de base composée de quatre anneaux 
qui sont désignés par les lettres A-D [Greenspan & Gardner, 2004]. 
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Tous les stéroïdes sont synthétisés à partir du cholestérol. La synthèse de ces hormones chez les 
rongeurs est similaire à l'exception de du cytochrome P450c 17 qui est absente de la surrénale 
chez les rongeurs [van Weerden et al., 1992]. Cette absence rend impossible la synthèse 
d'hormones sexuelles par la glande surrénale, de même que le cortisol. Ainsi, les gonades sont la 
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Figure 6. Voie de synthèse des hormones stéroïdiennes 
Principales voies de synthèse des hormones stéroïdiennes dans les tissus endocrines. 
2.1.3 Les hormones sexuelles 
L'estrogène, la progestéro!le et la testostérone sont les principales hormones sexuelles. Elles se 
retrouvent à la fois chez l'homme et chez la femme, mais à des concentrations différentes 
[Greenspan & Gardner, 2004]. Ces hormones sont indispensables à la reproduction et au 
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développement des caractéristiques sexuelles. Les hormones sexuelles chez la femelle sont 
produites par les ovaires en réponse à la signalisation par certaines hormones comme la FSH 
(« follicle-stimulating hormone») et la LH (« Luteinizing-hormone »). En effet, les hormones 
FSH et LH augmentent le nombre de récepteurs aux LDL à la surface de la cellule, ce qui 
majore l'influx de cholestérol. Le cholestérol est transporté à travers le cytoplasme par la 
protéine SCP-2 ( « Sterol carrier protein-2 ») jusqu'à la mitochondrie. L'enzyme StAR 
( « Steroidogenic Acute Regulator ») régule et permet l'entrée du cholestérol dans la 
mitochondrie. Il s'agit de l'étape limitante de la synthèse des stéroïdes. La conversion du 
cholestérol en prégnènolone (par la P450scc) se fait à l'intérieur de la mitochondrie. Une fois la 
prégnènolone produite, elle est transformée en diverses hormones par les enzymes de la 
stéroïdogenèse. Les hormones produites au final dépendent de l'organe et du type cellulaire dans 
lequel l'hormone est produite et sécrétée. 
2.2 L'estrogène 
La synthèse des estrogènes produit trois molécules distinctes, soit l'estradiol, l'estriol et 
l'estrone. L'estradiol et l'estrone sont produits par la voie de synthèse présentée à la figure 6, 
tandis que l' estriol est produit uniquement durant la grossesse. L' estriol est une molécule 
dérivée du 16-OH-DHEAS synthétisée par le placenta. Les estrogènes sont de stéroïdes à 19 
carbones dont l'anneau A est aromatisé. Ces hormones sexuelles sont produites de façon 
majoritaire par les follicules des ovaires, le corps jaune et le placenta, mais aussi, en plus petite 
quantité, par le foie, la surrénale, les seins et le tissu adipeux. [Greenspan & Gardner, 2004] 
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2.2.1 Biosynthèse 
La biosynthèse des estrogènes, comme les autres hormones sexuelles, se produit par la 
modification de cholestérol par différentes enzymes. De façon plus spécifique, les estrogènes 
sont produits à partir de l'androstènedione ou de la testostérone (d'où la synthèse d'estrogène 
chez l'homme). L'aromatase CYP19 permet l'aromatisation de l'anneau A par l'utilisation de 
NADPH et d'oxygène moléculaire comme co-substrat [Goodman et al., 2001]. Les protéines 
nécessaires à la synthèse des estrogènes sont présentes au niveau du réticulum endoplasmique 
des cellules granulosées des ovaires, des cellules testiculaires Sertoli et Leydig, des cellules 
stromales des tissus adipeux, des syncytiotrophoblastes placentaires, des blastocytes de pré-
implantation, des os et de différentes régions du cerveau [Simpson et al., 1999]. 
2.2.2 Le rôle des estrogènes 
Les estrogènes ont une fonction neuroendocrine impliquée dans le contrôle de l'ovulation, du 
cycle menstruel et de. l'implantation de l'ovule [Goodman et al., 2001]. L'estrogène module 
aussi le développement du système nerveux central, ainsi que l'homéostasie osseuse, du système 
cardio-vasculaire, du foie et des tissus adipeux. Il a particulièrement une action sur la synthèse 
des glucides, des protéines, ainsi que sur le métabolisme des lipides [Grumbach & Auchus, 
1999]. 
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2.2.3 Le mécanisme d'action de l'estrogène 
Les estrogènes étant des molécules lipophiles, elle pénètre dans la cellule par diffusion passive 
ou facilitée. Au niveau du cytoplasme et du noyau, les molécules d'estrogène se lient à ses 
récepteurs (ERa et ER~), que l'on dit nucléaires (il existe aussi d'autres types de récepteur qui 
seront décrits plus loin), qui à l'état basal sont sous une forme apoprotéique inactive 
[Hrabovszky et al., 1998, Honjo et al., 1989, Migliaccio et al., 1998, Herbison & Theodosis, 
1992]. La liaison avec l' estrogène permet de libérer le récepteur, ce qui permet à 1' association 
estrogène/récepteur de former un dimère avec un second complexe estrogène/récepteur et de 
migrer jusqu'à l'intérieur du noyau. L'assemblage de ces molécules lie l' ADN au niveau de 
l'élément de réponse à l' estrogène (ERE) ce qui lui permet de recruter un complexe de 
coactivateurs formé du « cointegrator-as~ociated protein-p 160 » ou s'associe à l'hétérodimère 
Fos/Jun qui se lie par la suite à l'APl (« Activator Protein ») [Webb et al., 1999]. Ces liaisons 
interagissent avec certains co-activateurs [Hall et al., 2002, McDonnell et al., 2002] ce qui 
permet la modulation de la transcription de certains gènes effecteurs [Paech et al., 1997, Jensen 
& DeSombre, 1973]. En résumé, en présence d'estrogène, les éléments de réponses ERE (par le 
complexe estrogène/ER, AP-1 (par le dimère Fos/Jun), SRE (par le « serum response factor Elk-
1 », phosphoryler par MAPK/ERK) et CRE (par la protéine CREB phosphorylée par la cascade 
impliquant la PKA) sont reconnus par des protéines spécifiques permettant la transduction du 
signal et donc l'effet de l'hormone. 
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Figure 7. L'action d'un estrogène sur une cellule cible: voie classique. 
La liaison d'une molécule d'estrogène à ses récepteurs nucléaires est décrite comme la voie 
classique ou génomique. Elle provoque l'effet en plusieurs heures. De plus, une voie 
d'activation à action rapide (seconde/minutes) est décrite depuis quelques années. Cette voie 
dite non-gnomique puisqu'elle activerait des récepteurs membranaires couplés à une protéine G, 
résultant en une cascade de seconds messagers [Raz et al., 2008]. 
La découverte de la voie non-classique suggère un tout autre aspect de l' estrogène, 
principalement au niveau du système nerveux central, . où l'on croit que ce phénomène est très 
présent. Les récepteurs localisés à la membrane auraient un rôle important dans la modification 
de l'excitabilité neuronale et qui se produirait très rapidement [Ronnekleiv & Kelly, 2005, 
Pietras & Szego, 1977, Kelly et al., 1977]. Entre autres, plusieurs études ont démontré la 
présence des récepteurs ERa et ER~ à la membrane activant par la suite une cascade de kinases 
régulant diverses fonctions [Raz et al., 2008]. 
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2.2.4 Les récepteurs estrogénigues 
Les récepteurs estrogéniques sont présents au niveau du SNC au sein de multiples régions. Ils 
sont aussi exprimés dans la moelle épinière, particulièrement au niveau de la couche II de la 
partie lombosacrale, ainsi qu'autour du canal central [Amandusson et al., 1995, Pfaff & Keiner, 
1973]. 
2.3 Les sous-récepteurs estrogéniques 
Comme mentionné plus haut, il existe deux formes prédominantes du récepteur estrogénique, 
soit ERa et ER~. Ces récepteurs proviennent de gènes distincts partageant cependant une 
certaine homologie. Malgré la similarité de ces gènes, les sous-récepteurs estrogéniques 
diffèrent dans leurs propriétés de transactivation [Paech et al., 1997] et leur affinité pour 
différents composés [Pettersson & Gustafsson, 2001]. 
Les sous-récepteurs ERa et ER~ sont exprimés de façon variable dans les différents organes et 
tissus du corps. L'expression du récepteur ERa est prédominante dans l'utérus, les testicules, 
l'hypophyse, les ovaires, les reins, l'épididyme et la glande surrénale. Le récepteur ER~ est 
plutôt exprimé dans la prostate, les ovaires, les poumons, la vessie, le cerveau, les os, l'utérus et 
les testicules [McEwen & Alves, 1999]. Par contre, les deux récepteurs sont présents au niveau 
du système nerveux central. Ils ont des distributions distinctes dans plusieurs régions [Shughrue 
et al., 1997], alors qu'ils sont co-exprimés dans d'autres. Ceci leurs confèrent des rôles 
complémentaires et souvent non-redondants [Toran-Allerand, 2004, Filardo, 2002, Kuiper et al., 
1997]. 
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2.3.1 Le sous-récepteur alpha 
L'infertilité présente chez les souris ERaKO (dont le gène produisant le récepteur ERa a été 
invalidé ou « knocked » ), ainsi que son comportement sexuel anormal [Ogawa et al., 1998a, 
Ogawa et al., 1998b] a permis de déterminer que le récepteur ERa est essentiel à la fonction 
reproductive [Hewitt & Korach, 2003]. Le récepteur ERa est sensible aux variations 
d'hormones gonadiques dans le corps et son expression varie en fonction du cycle menstruel et 
au cours de la gestation [Papka et al., 2002]. De façon générale, dans le système nerveux central 
(particulièrement dans le « media! preoptic area » (MPOA), le « Bed Nucleus of the Stria 
Terminalis » (BNST), le « ventromedial hypothalamus » (VMH) et le « Arcuate Nucleus » 
(ARC)), l'expression du récepteur ERa est augmentée lors du retrait d'hormones stéroïdiennes 
(gonadectomie) et est diminuée lors d'une supplémentation en estrogène [Yuri & Kawata, 1991, 
Simerly & Young, 1991, Osterlund et al., 1998, Lauber et al., 1991, Koch, 1990, Handa et al., 
1996, Don Carlos et al., 1995, Shughrue et al., 1992]. 
2.3.2 Le sous-récepteur bêta 
Comparativement au récepteur ERa, le récepteur ER~ n'est pas essentiel à la reproduction. Les 
femelles ER~KO ont une fonction ovulatoire très réduite, mais certains groupes ont noté une 
certaine fertilité [Hewitt & Korach, 2003]. Parmi les fonctions postulées du récepteur ER~, 
plusieurs études ont documenté un rôle dans le développement du cerveau et la différenciation 
neuronale, par la modulation de l'élongation des neurites [Krezel et al., 2001, Patrone et al., 
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2000]. Ce récepteur est aussi responsable de plusieurs comportements non reproducteurs, 
particulièrement l'anxiété, l'apprentissage spatial et la dépression [Lund et al., 2005]. 
Le récepteur ERB est localisé dans diverses régions du cerveau, particulièrement le cortex 
cérébral [Mitra et al., 2003], mais aussi le noyau du raphé magnus. Il a même été démontré que 
dans le NRM, le récepteur ERB se colocalise avec 90% des cellules produisant la tryptophane 
hydroxylase (TPH), l'enzyme limitant dans la production du 5-HT (5-hydroxytryptamine). Cette 
co-localisation est beaucoup plus franche que celle observée pour le récepteur ERa. De façon 
intéressante, l'enzyme TPH est présente en quantité plus faible chez les souris ERBKO. Ces 
données suggèrent fortement uri rôle du récepteur ERB dans la régulation de la production de 
neuromodulateurs, et donc de certains comportements [Nomura et al.,.2003]. 
En plus, il a été observé que le récepteur ERB est présent aussi au niveau du noyeau 
paraventriculair (PVN), du noyeau supraoptique (SON), de la substance noire et du cervelet. Le 
Ce récepteur modulerait l'expression d'hormone comme l'oxytocine (OT) et la vasopressine 
(A VP) par son activation dans des régions spécifiques au niveau du PVN et du SON 
[Hrabovszky et al., 1998, Alves et al., 1998a, Mitra et al., 2003]. Ces modulations 
neuroendocriniennes suggèrent l'implication de ce sous-récepteur dans certaines fonctions 
comme l'apprentissage, la mémoire, le stress, l' osmorégulation et la locomotion [Shughrue & 
Merchenthaler, 2001]. L'expression du récepteur ERB au niveau du cerveau, tout comme celle 
du récepteur ERa, serait aussi régulée par les différentes hormones gonadiques circulantes 
[Isgor et al., 2002]. 
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CHAPITRE 3 : ~CEPTEURS ESTROGÉNIQUES ET DOULEUR 
3.1 Différence de perception de la douleur entre les mâles et les femelles 
Plusieurs études ont démontré que la douleur est perçue différemment entre les hommes et les 
femmes [Fillingim & Gear, 2004]. En plus de la perception de la douleur, l'analgésie provoquée 
par certains agents pharmacologiques serait différente entre les hommes et les femmes [Mogil 
et al., 2003]. En plus de cette variation inter-genre, la douleur varie au cours de la vie des 
femmes. La perception de la douleur n'est pas la même lorsque l'on compare des jeunes filles 
pré-pubères à des femmes. De plus, à plus petite échelle, il a été rapporté que la perceptio11 de la 
douleur varie à travers le cycle menstruel [Riley et al., 1999, Fillingim et al., 1997, Berkley, 
1997]. Finalement, les travaux de Gaumond et al. faits chez le rat ont permis de mettre en 
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Figure 8. Comparaison de la réponse nociceptive au test à la formaline entre les mâles et les 
femelles 
Gaumond et al ont observé que la douleur produite par le test à la formaline est différente entre 
les mâles et les femelles (A). Les hormones sexuelles semblent être la cause de cette différence, 
puisque lorsque les mâles sont castrés et que les femelles sont ovariectomisées les réponses 
nociceptives sont identiques (B). Finalement, ils ont pu démontrer que les hormones sexuelles 
présentes chez la femelle augmentent la réponse nociceptive durant !'interphase du test à la 
formaline (C) tandis que les hormones sexuelles présentes chez le mâle diminuent la douleur 
(D). 
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3.2 L'estrogène dans la douleur 
3.2.1 Impact des hormones sexuelles sur les neurotransmetteurs et leurs récepteurs 
impliqués dans la douleur 
Les estrogènes, principalement, de même que la progestérone, modifient l'expression de 
plusieurs gènes associés au métabolisme de la sérotonine au niveau du NRM et de la SGPA, tels 
que 5HT2AR [Sumner & Fink, 1997, Sumner & Fink, 1998], le transporteur de la sérotonine 
(SERT) présynaptique [McQueen et al., 1997] et VMAT2 [Rehavi et al., 1998].·Plusieurs études 
ont démontré qu'une supplémentation en estrogène chez des souris ovariectomisées augmente la 
synthèse et la récupération de la sérotonine. L'inverse se produit lors du retrait de l'estrogène 
[Biegon et al., 1983, Munaro, 1978, Ladisich, 1974, King et al., I 986, Johnson & Crowley, 
1983], Di [Paolo et al., 1983, Crowley et al., 1979, Cone et al., 1981, Chomicka, 1986, Evrard, 
2006]. Puisque la sérotonine est un médiateur important de la voie inhibitrice descendante de la 
douleur, une synthèse plus importante pourrait augmenter l'activité de cette voie. 
L'estrogène influence aussi les neurones contenant l'acide gamma aminobutyrique (GABA). En 
effet, l'estrogène permet la diminution du glutamate décarboxylase (GAD) [McEwen & Alves, 
1999], l'enzyme permettant la synthèse du GABA, au niveau de certains noyaux des centres 
supérieurs. Lorsque le GABA se lie à son récepteur, il en résulte l'ouverture de canaux ioniques 
permettant l'entrée d'ions chlore dans la cellule. Puisque les ions chlores sont des charges 
négatives, cette action provoque un changement dans le potentiel transmembranaire du neurone. 
Cette capacité d'hyperpolariser les cellules neuronales lui octroie une fonction inhibitrice 
[Aloisi, 2003, Rudick & Woolley, 2000, Murphy et al., 1998]. Puisque l'estrogène a un effet 
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inhibiteur de l'activité GABAergique, la résultante est une augmentation de la transmission au 
niveau des centres supérieurs. 
3.2.2 Impact del' estradiol sur les peptides opioïdes et leurs récepteurs 
De nombreuses évidences démontrent une modulation par l'estradiol des voies de signalisation 
opioïdergiques. En effet, l' estradiol provoque l'augmentation de la libération de peptides 
opioïdes dans le SON de !'hypothalamus des femelles rates [Sinchak & Micevych, 2001, 
Micevych et al., 2003), donc provoquerait de l'anti-nociception à court terme. Lors de la liaison 
du peptide à un récepteur opioïde, il y a internalisation du récepteur à l'intérieur de la cellule. 
Suite à l'activation des récepteurs opioïdes, une boucle de rétro-contrôle inhibitrice permet la 
modification de la densité des récepteurs opioïdes de type mu (MOR) à la surface de la cellule, 
ce qui entraîne d'une part une diminution de l'efficacité des peptides opioïdes et d'une autre part 
une diminution de l'efficacité des contrôles implicant ces voies d'activation, donc une 
augmentation de la douleur perçue. Bref, l'estradiol affecte donc, par la modulation de la 
libération de peptides opioïdes, la densité des récepteurs opioïdes de !'hypothalamus chez les 
rats [Amandusson et al., 1999, Micevych & Sinchak, 2001, Micevych et al., 1997]. 
Par la suite, de nombreuses études ont rapporté que l'estradiol supprime l'inhibition provoquée 
par les récepteurs MOR sur les neurones ~-endorphines [Schwarz & Pohl, 1994, we·iland & 
Wise, 1990, Kelly et al., 1992, Quinones-Jenab et al., 1997, Micevych et al., 1997, Lagrange 
et al., 1995, Eckersell et al., 1998, Brown et al., 1996]. 
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Finalement, un effet important de l'estradiol dans l'expression du gène de !'enképhaline a été 
observé [Holtzman et al., 1997, Sinchak et al., 2000). En fait, l'administration d'un bolus 
d'estradiol chez des rates ovariectomisées produit une augmentation de la production 
d'enképhaline dans la moelle épinière [Amandusson et al., 1996, Amandusson et al., 1999). 
Bref, un niveau élevé d'estrogènes est associé à une grande activation de la neurotransmission 
associée à la libération d'opioïdes, donc un effet anti-algésique, tandis que des niveaux 
estrogéniques bas diminuent la signalisation par les peptides opioïdes, particulièrement au 
niveau du thalamus, du noyau accumbens et des amygdales, donc un effet pro-algéstque. Ces 
modulations corrèlent très bien avec les réponses psychophysiologiques rapportées par les 
patients [Smith et al., 2006). 
3.2.3 Démonstration expérimentale du rôle de l'estrogène sur la modulation de la douleur 
Expérimentalement, plusieurs études ont démontré la modulation par l'estrogène de l'activation 
et de l'inhibition de la douleur. Tout d'abord, Mannino et ses collaborateurs ont démontré l'effet 
de différentes concentrations de 17-~-estradiol sur le comportement nociceptif de rat durant le 
test à la formaline. Ils ont aussi démontré que le 17-~-estradiol produit une hypoalgésie durant la 
phase 2 du test à la formaline. Par la suite, Gaumond et collaborateur [Gaumond et al., 2005) ont 
évalué l'implication des différentes hormones sexuelles chez des rats gonadectomisés. Ces 
résultats lui ont permis de confirmer que le 17-~-estradiol a un effet antihyperalgésique 
principalement au niveau de la phase 2 du test à la formaline. De plus, cette même étude a 
39 
permis de démontrer que la combinaison estradiol et progestérone est nécessaire pour produire 
l'hyperalgésie durant !'interphase du test à la formaline chez les souris femelles. 
Cet effet de l'estradiol sur la phase 2 du test à la formaline peut s'expliquer par la présence des 
récepteurs estrogéniques (ERa et ER~) dans les organes associés au système immunitaire tout 
particulièrement le thymus, la rate et la moelle osseuse. Ces organes, activés par l'estradiol, 
contribuerait à l'inflammation induite par les granulocytes, la prolifération des lymphocytes T, 
la supression de la cytotoxicité associée aux cellules NK et à la supression des lymphocytes B. 
[Craft et al., 2004] La modulation de la libération de ces éléments serait associé aux effet anti-
inflammatoire de I' estrogène [Kuba et al., 2005], cependant il a été démontré que cet effet anti-
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Figure 9. Modulation du comportement nociceptif associé au test à la formaline selon le status 
hormonal 
Le traitement à l'estradiol (E2) d'une rate ovariectomisée produit une diminution de la réponse 
nociceptive durant la phase 2 du test à la formaline 
D'autres études ont déterminé que la différence majeure entre la réponse nociceptive des 
femelles ovariectomisées (OVX) et celle des femelles intactes (INT) est le circuit neuronal 
emprunté par l'information nociceptive. Les rates OVX ont une tendance à être plus longtemps 
en stade 3 (comportement de «lèchement») plutôt qu'en stade 2 (comportement de 
« trépidement ») en comparaison aux rates INT. Ce comportement serait davantage associé à des 
circuits supraspinaux plutôt que spinaux [Ceccarelli et al., 2006]. Cette augmentation de la 
transmission nerveuse au niveau supraspinal a aussi été observée chez des mâles auxquels de 
l'estrogène a été inje_cté pendant deux jours. Cette augmentation était complètement réversible 
par la naloxone, ce qui suggère l'implication de systèmes opioïdergiques [Craft et al., 2004, 
Ceccarelli et al., 2004, Aloisi & Ceccarelli, 2000]. Ces variations ~e réponse comportementale 
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peuvent être associées à la grande distribution des récepteurs gonadiques, particulièrement des 
récepteurs estrogéniques, dans certaines régions des centres supérieurs associés à la modulation 
de la douleur comme !'hypothalamus, l'amygdale, la substance grise périaqueducale (SGPA) et 
le noyau du raphé dorsal [Craft et al., 2004]. Ces régions influencent particulièrement 
l'intégration de l'information nociceptive, ainsi que les contrôles inhibiteurs descendants [Craft, 
2007]. 
Ces expérimentations démontrent l'importance d'étudier précisément les différents types de 
comportements nociceptifs associés au test à la formaline. De plus, l'étendue des résultats 
portant sur l'action des estrogènes dans la douleur rend pertinente la caractérisation du rôle 
spécifique des récepteurs estrogéniques a et dans la douleur. 
3.3 Le récepteur ERa dans la douleur 
Comme mentionné plus haut, le principal rôle du récepteur ERa. est dans la fonction 
reproductive. Cependant, quelques indices permettent de croire qu'il serait aussi impliqué dans 
la modulation de la douleur. 
Premièrement, l'étude de la distribution du récepteur ERa dans le SNC révèle sa localisation 
dans plusieurs zones topographiques importantes dans la douleur. On retrouve ce récepteur de 
façon prédominante dans les couches 1 et 2 de la moelle épinière [Papka et al., 2002]. Il s'agit 
de zones spécifiques où les fibres afférentes nociceptives pénètrent dans la moelle épinière. De 
plus, le récepteur ERa est présent au niveau de la SGPA, un des centres, situé dans le tronc 
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cérébral, essentiels au contrôle inhibiteur descendant de la douleur [Vanderhorst et al., 2002] et 
qui se projette vers le NRM et la moelle épinière. Une autre implication du récepteur ERa dans 
la modulation de la douleur est par l'intermédiaire des interneurones inhibiteurs. En effet, il a été 
démontré qu'il est exprimé dans les noyaux de certains interneurones GABAergiques [Milner 
et al., 2001] et qu'il pourrait avoir un rôle dans la diminution de l'activité GABAergique de ces 
neurones [McEwen et al., 2001]. Finalement, le récepteur ERa est colocalisé dans certains 
neurones produisant la préproenképhaline dans la moelle épinière de rat [Amandusson et al., 
1999, Amandusson et al., 1996, Mogil et al., 1993], un précurseur de !'enképhaline, un peptide 
opioïde très important. Cette localisation particulière est prédominante dans les couches 
superficielles de la corne dorsale. 
Plus tôt, il a été mentionné que l' estradiol est impliqué considérablement dans la modulation du 
système opioïdergique. Entre autres, qu'il produisait l'internalisation des récepteurs MOR dans 
le système limbique hypothalamique due à une augmentation de la libération de peptides 
opioïdes endogènes [Micevych et al., 2003, Eckersell et al., 1998]. Micevych et al. (2003) ont 
démontré que cette internalisation du récepteur MOR par l'estrogène a lieu chez les souris 
sauvage (WT) et chez les souris ER~KO, mais pas chez les souris ERa.KO, ce qui dém?ntre la 
nécessité du récepteur ERa. dans ce processus. De plus, il semble que l'internalisation du 
récepteur MOR induite par l'estradiol soit due à une signalisation non génomique médiée par le 
récepteur ERa.. Ce même chercheur a aussi étudié le rôle du récepteur ERa. sur les ganglions 
spinaux («Dorsal Root Ganglion », DRG) de petits diamètres (les nocicepteurs). Il a démontré 
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que les récepteurs estrogéniques, plus spécifiquement ERa, modulent l'influx nociceptif 























Figure 10. Influence de l' estrogène sur l'influx calcique engendré par l' A TP dans des neurones 
de souris ERaKO et ER~KO 
Chez les souris ER~KO, l'influx calcique est diminué lors de l'administration d'estradiol 
(E2)(A). Chez les souris ERaKO, l'influx calcique n'est pas diminué lors de l'administration 
d'estradiol (E2)(B). 
L'estradiol produit une diminution de l'influx calcique provoqué par les récepteurs P2X, par 
l'inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type L dans les DRG [Chaban et al., 
2003]. Cette diminution est produite par un récepteur estrogénique de type membranaire et est 
réversible par un antagoniste pharmacologique des estrogènes. En conclusions, ces résultats 
permettent de penser que le récepteur ERa est essentiel à la modulation du flux calcique 
provoqué par l 'A TP 
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3.4 Le récepteur ER~ dans la douleur 
Puisque le récepteur ER~ est fréquemment associé à plusieurs fonctions cérébrales, il fut un des 
premiers à avoir été étudié dans la perspective de la douleur. En fait, plusieurs études 
comportementales ont démontré son rôle sur l'anxiété [Lund et al., 2005]. En effet, le récepteur 
ER~ est exprimé dans le NRM [Lu et al., 2001, Alves et al., 1998b] et est souvent colocalisé 
avec des neurones sérotoninergiques [Gundlah et al., 2001, Bethea et al., 2002]. De plus, 
certaines études ont démontré le rôle du récepteur ER~ dans la régulation des systèmes 
monoaminergiques [Mitra et al., 2003]. Ce sont par ces voies que les centres supérieurs 
contrôlent la transmission présente au niveau de la moelle épinière (voir section 1.3.1). Toujours 
au niveau des centres supérieurs, le récepteur ER~ serait aussi exprimé dans certains 
intemeurones inhibiteurs, particulièrement les intemeurones GABAergiques [Blurton-Jones & 
Tuszynski, 2002]. 
Deux études ont observé de façon concrète le rôle du récepteur ER~ sur la nociception. 
Premièrement, Leventhal et ses collaborateurs [Leventhal et al., 2006] ont administré du ERB-
041, un agoniste sélectif du récepteur ER~, dans un modèle de rat avec douleur inflammatoire 
induite par la carragénine. Le but était d'étudier l'effet anti-hyperalgésique sur des modèles pré-
cliniques. Ils ont démontré qu'une seule dose d'ERB-041 atténue l'hyperalgésie thermique. 
Cette étude ne visait cependant pas à comprendre les mécanismes neurophysiologiques de la 
douleur puisque l'ERB-041 ne traverse pas la barrière hémato-encéphalique (BHE) et que ce 
composé possède une activité anti-inflammatoire démontrée, agissant donc sur l'origine du 
stimulus douloureux plutôt que sur les processus centraux impliqués dans la douleur. 
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Deuxièmement, Spooner et ses collaborateurs [Spooner et al., 2007] ont étudié le rôle du 
récepteur ER~ sur la réponse nociceptive au test à la formaline. Ils ont utilisé un modèle de 
souris ER~KO avec remplacement hormonal continu (estradiol et progestérone). Ces résultats 
lui ont permis de démontrer que le récepteurER~ joue un rôle dans l'inhibition de la douleur. En 
effet, les réponses nociceptives des souris ER~KO étaient inférieures à celles des souris ER~WT 
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Figure 11. Les résultats du test à la formaline chez les souris mâles et femelles ER~KO 
A. Une diminution du comportement nociceptif est observée chez les souris femelles ER~KO 
particulièrement durant !'interphase et la phase 2a. B. Cette différence entre les femelles 
ER~KO et de type sauvage (WT) n'est pas observée chez les souris mâles. 
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3.5 L'étude des récepteurs estrogéniques dans la douleur 
3.5.1 L'utilisation de ligands 
L'utilisation de ligand pharmacologique est un élément très important en physiologie 
expérimentale. Il s'agit d'une molécule se liant à une enzyme ou un récepteur particulier 
provoquant ou non une modification structurale de la protéine. Cette liaison peut entraîner 
l'activité de la protéine, soit un agoniste, entraîner l'inactivité de façon réversible ou non de la 
protéine, soit un antagoniste, ou bien entraîner l'activité opposée de la protéine, soit un agoniste 
inverse. Un ligand peut être spécifique, c'est-à-dire qu'il interfère avec un seul médiateur 
endogène (ex. agoniste spécifique des récepteurs adrénergiques, il ne se lie pas aux récepteurs 
histaminergiques ni sérotoninergiques), et peut être sélectif, particulier à une sous-classe de 
récepteurs (ex. un agoniste se lie à un sous-récepteur a-adrénergique, mais pas au sous-récepteur 
~-adrénergique). En résumé, l'utilisation de ces molécules permet de cibler un récepteur 
particulier ou un sous-type de récepteur particulier sans avoir d'effet sur les autres populations 
de récepteurs. Il peut être utilisé en supplément, donc simultanément aux molécules endogènes, 
ou en remplacement, lorsque l'on enlève les molécules endogènes et qu'on les remplace par un 
ou plusieurs types de molécule pharmacologique. 
L'utilisation d'agoniste ou d'antagoniste permet certains avantages que les souris transgénique 
(KO) n'offrent pas, particulièrement, il évite les différentes étapes de création, de reproduction 
et de génotypage des souris transgéniques. De plus, les souris KO ne sont pas disponibles pour 
toutes les protéines tandis que les ligands sont beaucoup plus courants. Leur utilisation permet 
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d'éviter la compensation à moyen et à long terme par d'autres gènes. Cependant, il est essentiel 
de tenir compte des paramètres d'absorption, de distribution et de métabolisation des composés. 
En ce qui concerne les récepteurs estrogéniques, un(? large gamme d'agonistes et d'antagonistes 
possédant différentes spécificités et sélectivités sont disponibles, les plus utilisés sont l' estradiol 
(E2), le DPN et le PPT. 
L'estradiol (E2) 
L'estradiol est un agoniste non sélectif des récepteurs estrogéniques. Il se lie avec la même 
affinité aux récepteurs ERa et ER~. À dose suffisante il provoque l'hypertrophie de l'utérus. 
Le diaryl propionitrile (DPN) 
Il s'agit d'un ligand sélectif au sous-récepteur estrogénique bêta. L'affinité relative de ce ligand 
est 70 fois plus élevée envers le récepteur ER~ qu'envers le récepteur ERa. Lund et al. (2005) 
ont démontré que chez le rat, à une dose de 1 mg/kg, le DPN ne se lie pas au sous-récepteur 
alpha. 
Le Propylpyrazol trisphenol (PPT) 
Il s'agit d'un agoniste sélectif pour le sous-récepteur ERa. Il possède une sélectivité 410 fois 
plus élevée envers le récepteur ERa qu'envers le récepteur ERP. Frasor et al. (2003) ont 
démontré que 4 mg/kg administrés chez la souris, est la plus petite dose provoquant 
l'hypertrophie de l'utérus. 
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On peut mesurer l'absorption et la biodisponibilité des ligands sélectifs pour le récepteur ERa 
par leur effet sur l'hypertrophie de l'endomètre utérin. De plus, on connaît assez bien l'effet de 
ces ligands sur l'augmentation des niveaux de corticostérone plasmatique (concentration 
augmentée lors de l'injection d'estradiol (E2) ou de PPT, diminuée lors de l'injection de DPN), 
ou sur l'expression des récepteurs de la progestérone (augmentation de PR dans le noyau 
préoptique médial, après quatre jours d'injections d'E2 ou de PPT, mais pas lors de l'injection 
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Figure 12. Effet des différents agonistes sur l'hypertrophie de l'utérus 
L'estradiol (E2) et le PPT provoquent une hypertrophie de l'utérus, mais pas le DPN [Frasor 
et al., 2003]. 
3.5.2 L'utilisation de souris transgéniques 
L'utilisation d'un modèle de souris transgénique permet d'observer la déplétion d'un gène 
particulier et ainsi d'observer l'impact d'une perte de fonction d'une certaine protéine. 
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Brièvement, cette manipulation consiste à introduire dans un blastocyte de souris, à l'aide d'une 
cellule souche, une mutation, empêchant l'expression d'un gène spécifique [Zimmer, 1992]. Le 
développement de cette cellule embryonnaire produit une souris mutante dont une des protéines 
(dans ce cas-ci un des récepteurs estrogéniques) n'est pas exprimée ou est exprimée 
incorrectement, ce qui l'empêche d'être fonctionnelle. Cependant, les phénotypes des souris 
mutantes sont aussi dépendant def cellules souches embryonnaires (généralement de souche 
129), [Simpson et al., 1997] et des blastomères (aussi appelés blastocytes, généralement 
provenant d'une souris C57BU6) utilisés dans la création du mutant. 
L'utilisation de souris transgéniques apporte une puissance supplémentaire aux études 
pharmacologiques. Elle permet d'éviter les failles expérimentales associées aux ligands, telles 
que la dose, l'absorption et la biodisponibilité au site d'action. Aucune limite liée à la sélectivité 
des ligands n'a à être considérée. Cependant, lorsque l'on mute un gène, on peut s'attendre à ce 
qu'il y ait compensation par un ou plusieurs autres gènes [Beaulieu, 2005, IASP, 2004]. 
De plus, il est important de considérer le bagage génétique des souris transgéniques qui peut 
altérer certaines fonctions. Mogil et ses collaborateurs ont déterminé que la souche C57BU6, 
une des plus utilisées dans la conception de souris transgéniques, est une des souches 
' génétiquement distinctes les plus sensibles à la douleur, mais une des plus résistantes à 
l'analgésie, ce qui nous empêche de généraliser à l'espèce murine entière [Mogil et al., 1999, 
Lariviere et al., 2001]. 
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Objectifs 
CHAPITRE 4 : OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES DE L'ÉTUDE 
4.1 Hypothèses de recherche 
L'estrogène affecte plusieurs régions et plusieurs neurotransmetteurs associés à la transmission 
et à la modulation de la douleur. Cependant, il existe deux récepteurs nucléaires traduisant les 
effets physiologiques de l'estrogène. Ces deux récepteurs sont distincts tant au niveau de leur 
distribution dans le CNS, ainsi que dans leur rôle physiologique. Donc, l'hypothèse de cette 
recherche est que ces deux récepteurs pourraient avoir des implications différentes dans les 
mécanismes neurophysiologiques associés à la transmission et à la modulation de la douleur. 
4.2 Objectifs 
4.1.1 Objectif général 
L'objectif général de ce projet de recherche est de caractériser le rôle qu'ont les récepteurs 
estrogéniques sur la réponse nociceptive. 
4.2.2 Objectifs spécifiques 
Objectif 1 : Confirmer, chez la souris C57BU6, les résultats obtenus par Gaumond et al., 2002 
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Objectif 2 : Étudier l'effet pharmacologique d'un agoniste spécifique du récepteur ER~ sur la 
réponse nociceptive aiguë, tonique, et du contrôle inhibiteur de la douleur chez la souris. 
Objectif 3 : Étudier l'effet pharmacologique d'un agoniste spécifique du récepteur ERa sur la 
réponse nociceptive aiguë, tonique, et du contrôle inhibiteur de la douleur chez la souris. 
Objectif 4 : Caractériser la réponse nociceptive aiguë, tonique et du contrôle inhibiteur de la 
douleur chez la souris ERaKO. 
4.3 Résultats attendus 
4.3.1 Implication du récepteur ERa 
En considérant nos connaissances du récepteur ER a, il est possible d'émettre l'hypothèse que ce 
récepteur modulera la propagation de l'influx nerveux ainsi que la libération de 
neurotransmetteurs impliqués dans la douleur au niveau synaptique, notamment l' ATP [Chaban 
& Micevych, 2005]. Puisque l'on sait que la phase 1 du test à la formaline représente 
directement l'activation des fibres C par les nocicepteurs, on peut donc s'attendre à une 
modification du comportement nociceptif durant cette ~hase. 
De plus, on pourrait croire que le récepteur ERa modulera la libération de peptides opioïdes 
associée à l'internalisation des récepteurs MOR [Micevych et al., 2003). Le système 
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opioïdergique est davantage associé à l'inhibition de la douleur. Durant le test à la formaline, les 
effets de cette inhibition pourraient être observés au niveau de !'interphase. 
4.3.2 Implication du récepteur ER~ 
L'observation d'une diminution de comportement douloureux chez les souris ER~KO permet de 
penser que l'injection d'un ligand spécifique aura l'effet opposé, donc augmentera le 
comportement douloureux durant l' interphase et la phase 2a. 
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Matériels et méthodes 
CHAPITRE 5 : LE PROTOCOLE 
5.1 Les animaux utilisés 
Les animaux utilisés sont des souris de type C57BU6 autant pour les souris de type sauvages 
(WT) que transgéniques (KO, B6.129P2-EsrltmIKsk/J, Jax Mice). Certaines souris ont été 
achetées directement chez Charles River (St-Constant, Québec), mais pour la plupart elles ont 
été reproduites à l'animalerie de la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé (FMSS) de 
l'Université de Sherbrooke. Les souris ont été hébergées dans des cages contenant de 1 à 4 
souris par cage. La nourriture et l'eau leur ont été fournies à volonté. Leur pièce était contrôlée 
pour l'éclairage (12h/12h), la température et l'humidité. Les chirurgies et expérimentations ont 
été faites dans une pièce séparée. Les expérimentations ont été faites à des heures constantes soit 
entre 8h et 12h, afin d'éviter l'influence du rythme circadien. Toutes les souris étaient 
acclimatées aux manipulations et à l'équipement expérimental. 
5 .1.1 Objectif 1 : Confirmer les résultats de Gaumond et al., 2002 et Gaumond et al., 2005 
Puisque l'expérimentation chez les modèles transgéniques nécessite l'utilisation de souris 
C57BU6 plutôt que de rats, il est primordial de confirmer les expérimentations qui ont été faites 
chez le rat puisqu'il e~t impossible d'extrapoler les résultats du rat chez la souris, 
particulièrement avec les souris de souche C57BU6. Le but principal de cet objectif est de 
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déterminer si les hormones sexuelles mâles et femelles modulent la réponse nociceptive associée 
au test à la formaline. Cinq groupes de souris ont été utilisés soit des femelles avec leurs ovaires 
intacts (F _SHAM), des mâles avec leurs testicules intacts (M_SHAM), des femelles et des 
mâles gonadectomisés (respectivement OVX et CAST), ainsi qu'un groupe de femelles 
ovariectomisées avec un supplément en estrogène sous forme d'injection quotidienne pendant 
sept jours. 
Tableau 1 : Les différents groupes de souris (objectif 1) 
Indicatif Sexe Gonadectomie Remplacement/Ligand n 
ovx F ovx Véhicule 10 
F_SHAM F SHAM_OVX Véhicule 13 
CAST M CAST Véhicule 10 
M_SHAM M SHAM_CAST Véhicule 10 
OVX+E2 F ovx Estradiol (E2), 100 µg/kg 9 
5.1.2 Objectif 2 : Ligand du récepteur ER§ 
Le but de cet objectif est d'observer l'effet de l'activation du récepteur estrogénique sur la 
modulation de la douleur. Pour répondre à cet objectif, des souris femelles ovariectomisées ont 
reçu un agoniste sélectif à ER~. le DPN, et ont été comparées à des souris femelles 
ovariectomisées contrôles (véhicule seulement). · 
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Tableau 2: Les différents groupes de souris associés à l'étude des effets pharmacologique d'un 
agoniste spécifique des récepteurs ER~ (objectif 2) 
Indicatif Sexe Gonadectomie Remplacement/Ligand n 
ovx F ovx Véhicule 10 
OVX+DPN F ovx Ligand DPN, 1 mg/kg 8 
5.1.3 Objectif 3 : Ligand du récepteur ERa 
L'objectif est d'observer l'effet de l'activation du récepteur estrogénique a sur la modulation de 
la douleur. Pour répondre à cet objectif, des souris femelles ovariectomisées ont reçu un agoniste 
sélectif au récepteur ERa, le PPT, et ont été comparées à des souris femelles ovariectomisées 
contrôles (véhicule seulement). 
Tableau 3 : Les différents groupes de souris associés à l'étude des effets pharmacologiques 
d'un agoniste spécifique et sélectif des récepteurs ERa (objectif 3) 
Indicatif Sexe Gonadectomie Remplacement/Ligand Il 
ovx F ovx Véhicule 10 
OVX+PPT4 F ovx Ligand PPT, 4 mg/kg 14 
5.1.4 Objectif 4 : Souris ERaKO 
L'objectif est d'observer l'effet de la délétion du récepteur estrogénique a sur la modulation de 
la douleur. Pour répondre à cet objectif, des souris ERaKO (KO, B6.129P2-Esrl tmlKsk/J, Jax 
Mice) ont été utilisées. Brièvement, des souris hétérozygotes pour l'allèle muté d'ERa ont été 
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accouplées et les souriceaux ont été génotypés selon le protocole décrit au point 5.2 ci-bas. Des 
souris mâles ERaKO ont été comparées à des mâles ERaWT, et des souris femelles ERaKO 
ont été comparées à des femelles ERaWT. Puisque les souris ERaKO présentent une 
dysfonction ovarienne, les souris ERaKO et les souris ERaWT ont été ovariectomisées et ont 
reçu un remplacement hormonal sous-cutané à libération constante afin qu'elles aient toutes un 
niveau hormonal comparable tel que décrit à la section 5.4.1. Puisque les femelles subissent une 
intervention chirurgicale (ovariectomie et insertion d'un implant) et pas les mâles, il est 
impossible de les comparer entre eux en regard des différences inter-genre. 
Tableau 4 : Les différents groupes de souris associés à la caractérisation de la réponse 
nociceptive chez les souris ERaKO (objectif 4) 
Indicatif Sexe Génotype Gonadectomie Remplacement/ n 
Ligand 
F WT F Sauvage (WT) ovx implant 8 
F_KO F le fiène Esrl; ovx implant 9 
Esrl tm Ksk est 
invalidé (KO) 
M WT M Sauvage (WT) NIA NIA 12 
M_KO M le fiène Esrl; NIA NIA 14 
Esrltm Ksk est 
invalidé (KO) 
5.2 Génotypage 
Le génotypage des souris ERaKO est fait par technique de PCR ( « polymerase chain reaction ») 
sur I' ADN génomique extrait d'une section de queue de l'animal. Un fragment d'environ 4-5 
mm est coupé de la queue de l'animal lors du sevrage, c'est-à-dire 21 jours après la naissance. 
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La digestion a été faite à 55°C durant la nuit avec de la protéinase K (5 µL) dans 300 µL de 
tampon NID (50 nM KCL, 10 mM Tris-HCL pH 8.3, 2 mM MgCL2, 0.45% NP-40, 0.45% 
Tween-20). L'échantillon est ensuite incubé dans l'eau bouillante pendant 10 minutes. On utilise 
ensuite ces extraits contenant de l' ADN génomique pour le génotypage de l'animal. Chaque 
réaction de PCR a un volume final de 50 µL et comprend 5 µL de tampon d'amplification 
Thermo Pol (New England Biolabs, Ipswich, MA), 1 µL du mélange d'amorces, 1 µL de dNTPs 
10 mM (GE Healthcare, Buckinghamshire, England), 1 µL de TAQ-pfu DNA polymérase 
(Stratagene), 3 µL de l'extrait d'ADN génomique et 39 µL d'eau stérile. Les amorces 
d'oligonucléotides proviennent de chez IDT et sont décrites dans le Tableau 5. Le protocole de 
PCR est décrit dans le Tableau 6. 
Tableau 5 : Les oligonucléotides utilisés pour les protocoles de génotypage 
r~ÎMRëüî3--l-- -·- ·- . --· . . AT TC.. -37A,morce reco_n.naissant la cassette d.u 
il r--~ g:g Tgg-AgA ggC_: - .. . . . - J ;~antd: 1:=~~':~ PGK-neomycm 
(oIMR00 14 'I l Amorce reconnaissant la cassette du , ;?- Agg TgA gAT gAC Agg AgA TC -3• !gène de résistance PGK-neomycin, 
. ;: i servant à la mutation i 
·:~IMR3160 ···:is;~-- C-g~-TCT.ACg.icë-A-gTC~ggCA··cc: ··~r,7lrAm~ lificati~n d'un fragment d; i 
, _ . ·r Il ' allèle sauvage 
:l°IMR3101 _ ( gT A gAA gg~ ggg Ag~~~ê~~TgTc ~:un _- fra~~n~ j 
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Tableau 6 : Étapes du protocole de PCR associé au génotypage des souris ERaKO 
Suite à l'amplification, les produits de PCR sont migrés sur gel d'agarose 1 % (Laboratoire 
MAT, Beauport, QC, Canada) et le génotype est déterminé selon la longueur des fragments, soit 
239 pb pour les animaux ERaWT et 280 pb pour les souris ERaKO. 
5.3 Les chirurgies 
Les gonadectomies, les insertions d'implant d'estradiol et de progestérone (objectif 4) ont été 
effectuées sous anesthésie à l'isoflurane (induction 3%, maintient 1,5%). Toutes les chirurgies 
sont effectuées sur un coussin chauffant afin d'éviter l'hypothermie durant la chirurgie. 
5.3.1 Ovariectomie 
Après avoir anesthésié l'animal, les flans sont rasés et désinfectés (soit avec de la chlorhexidine 
ou de l'éthanol 70 %). Une incision de la peau et de la paroi abdominale d'environ 0,5-1 cm est 
faite. Les ovaires droits et gauches sont mobilisés à l'aide d'une pince, et libérés du tissu de 
support à l'aide d'un ciseau à dissection. L'extrémité de la corne utérine est clampée et l'ovaire 
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ainsi que l'extrémité de la trompe sont sectionnés et retirés de la cavité abdominale. Après 
l'excision des ovaires, les plans du péritoine et les plans de la peau sont suturés (suture de vycril 
5-0 absorbable et suture de soie 5-0 non-absorbable). 
Pour les animaux témoins (Sham, simulés), l'incision des flancs et du péritoine est pratiquée. 
Les ovaires et les cornes utérines sont localisés, mais ne sont pas extériorisés. 
5.3.2 Castration 
Après avoir anesthésié l'animal, la peau et le sac scrotal sont incisés sur une longueur d'environ 
0,5 à 1 cm. Une seule incision est nécessaire pour atteindre les deux testicules. Le muscle 
crémaster est ouvert par une petite incision de 7 mm. L'enveloppe testiculaire est localisée et 
extériorisée. Le cordon testiculaire, contenant le canal déférent et les vaisseaux sanguins, est 
clampé et ligaturé sous le testicule et l'épididyme (suture de vycril 5-0 absorbable). Le testicule 
est ensuite excisé à l'aide d'un ciseau à dissection. La procédure est répétée pour le deuxième 
testicule. Les structures restantes sont replacées à l'intérieur de la cavité scrotale. Par la suite, la 
peau est suturée (suture de soie 5-0 non-absorbable). 
Pour les animaux témoins (Sham, simulés), seulement l'incision du scrotum est pratiquée. La 
tunique et les testicules ne sont pas touchés. 
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5.4 Les remplacements hormonaux 
5.4.1 Implants (objectif 4) 
Un implant est inséré sous la peau interscapulaire durant la même période d'anesthésie que 
l'ovariectomie. Une incision d'environ 1 cm est faite à la hauteur des omoplates (à la base du 
cou). L'implant contient 0,5 mg de 17-~-estradiol et 10 mg de progestérone à libération 
contrôlée sur 90 jours (lnnovative Research of America). Ceci permet aux souris des différents 
groupes d'avoir des niveaux circulants d'hormones similaires et relativement physiologiques, 
malgré la dysfonction ovarienne présente chez les souris ERaKO. 
5.4.2 Ligands injectés (objectif 2 et 3) 
Les ligands sont injectés en solution dans de l'huile de maïs, de façon sous-cutanée durant sept 
jours consécutifs. Le matin de l'expérimentation, le ligand est injecté une heure avant le début 
du test afin de permettre l'absorption et la distribution du ligand dans l'organisme. 
Tableau 7: Ligands utilisés pour les différents groupes de souris 
Ligand Dose Solvant 
Véhicule 0 mg/kg Ethanol 
DPN 1 mg/kg Éthanol 
PPT 4 mg/kg Éthanol 
PPT 4 mg/kg Diméthyl-O-Sulfate (DMSO) 
E2 0,1 mg/kg Éthanol 
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5.5 Test à la formaline 
À l'aide d'une seringue à tuberculine, une injection sous-cutanée de 20 µL d'une solution de 
formaldéhyde 2% est faite dans la plante de la patte arrière droite de l'animal [Tjolsen et al., 
1992]. L'injection de formaldéhyde 2% provoque une réponse nociceptive maximale et 
comporte une composante inflammatoire [Henry et al., 1999]. De plus, cette injection produit 
une réponse douloureuse de type tonique. Aussitôt l'injection effectuée, l'animal est déposé dans 
une cage en plexiglas entourée de miroir afin d'observer son comportement nociceptif. Cette 
observation est d'une durée de 60 minutes et les comportements ont été notés en continu tels que 
décrits par Dubuisson et Denis ( 1977). 
0 = La patte injectée demeure complètement au sol 
I = La patte injectée a peu ou pas de poids placé sur elle 
2 = La patte injectée est soulevée 
3 = La patte injectée est léchée ou mordillée 
Suite à cette période, l'animal sera euthanasié et l'utérus des femelles est prélevé et conservé. 
5.6 Analyse des données 
L'analyse du test à la formaline a été effectuée selon trois méthodes. Premièrement, une 
moyenne des scores obtenus est calculée par bloc de 3 minutes et les résultats sont divisés en 
fonction des quatre phases du test. Le temps en seconde (s) passé en comportement de 
« trépidement», soulèvement de la patte dans le but d'éviter la douleur, est mesuré par bloc de 
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trois minutes et les résultats sont divisés en fonction des quatre phases du test à la formaline. Le 
temps (s) passé en comportement de «lèchement» (ici ont aussi été considéré comme 
lèchement le comportement de mordillement), lorsque la souris lèche la patte injectée, est 
mesuré par bloc de trois minutes et les résultats sont divisés en fonction des quatre phases du 
test à la formaline. 
Puisque le nombre de sujet par groupe est inférieur à 30 et que les données ne sont pas 
distribuées normalement (Test Shapiro-Wilk), des tests statistiques non-paramétriques sont 
utilisés. Un niveau de signification dea = 0,05 a été utilisé. 
Les scores nociceptifs des souris intactes et gonadectomisées (objectif 1) sont analysés en 
fonction de leur statut hormonal par une ANOVA non-paramétrique de type Kruskall-Wallis. En 
plus, un test post-hoc non-paramétrique de type Mann-Whitney a été effectué afin de comparer 
entre les différents groupes le score nociceptif moyen de chacune des phases. 
Les scores nociceptifs des souris ayant reçu des agonistes pour les récepteurs estrogéniques 
(ERa et ER~) (objectif 2 et 3) sont analysées en fonction de leur traitement par une ANOVA 
non-paramétrique de type Kruskall-Wallis. En plus, un test post-hoc non-paramétrique de type 
Mann-Whitney a été effectué afin de comparer entre les différents groupes le score nociceptif 
moyen de chacune des phases. 
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Afin de comparer le score nociceptif moyen entre chacune des phases pour chacun des groupes 
de souris, les souris transgéniques (ERaKO et ERaWT) ont été comparées (objectif 4) en 
fonction de leur sexe et de leur génotype par un test T non-paramétrique de type Mann-Whitney. 
Le poids des utérus a été analysé par une ANOVA non-paramétrique de type Kruskal-Wallis. 
Un test post-hoc non-paramétrique de type Mann-Whitney a été effectué afin de comparer les 
poids entre chacun des groupes de souris. 
64 
Résultats 
CHAPITRE 6 : RÉSULTATS 
6.1 Caractéristique du comportement douloureux entre les sexes des souris CS7BL/6j 
(objectif 1) 
6.1.1 Comparaison des comportements nociceptifs associés au test à la formaline entre les 
mâles et les femelles C57BU6j 
L'analyse des comportements douloureux des souris C57Bl/6j mâles et femelles saines et 
gonadectomisées a pour but de caractériser, dans un premier temps, leurs réactions 
comportementales au test à la formaline. Cette comparaison des souris présentant différents 
statuts hormonaux a été faite à l'aide d'un test non paramétrique de type Kruskall-Wallis (KW) 
et de tests posthoc non paramétriques de Mann-Whitney (MW). Ces analyses ont permis de 
démontrer qu'il n'y a pas de différence significative entre les réponses nociceptives des souris 
mâles et femelles, gonadectomisées ou intactes, et ce, pour toutes les phases du test à la 
formaline (Fig. 13). Par contre, durant !'interphase, il existe une tendance statistiquement non-
significative (même si le test de Mann-Whitney est significatif, puisque le test de Kruskall-
Wallis non-significatif nous ne pouvons pas conclure à une différence significative, KW, 
p=0,074; MW, p=0,021) qui est observée au niveau du score comportemental nociceptif qui 
semblent être plus élevés durant !'interphase chez les femelles intactes que chez les femelles 
ovariectomisées (Fig. 13A). Une tendance pronociceptive est aussi observée chez les femelles 
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intactes lors de la phase l du comportement de « trépidement » (encore une fois, même si le test 
de Mann-Whitney est significatif, puisque le test de Kruskall-Wallis est non-significatif nous ne 





Figure 13. Influence de la présence et de l'absence d'hormones sexuelles sur le comportement 
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Phase 1 Interphase Phase 2a Phase 2b 
Ces graphiques montrent l ' influence de la 
présence ou de l'absence d'hormones 
sexuelles (OVX n=lO, F _SHAM n=13, 
CAST n=lO, M_SHAM n=lO) dans la 
réponse nociceptive engendrée par le test à 
la formaline. A. Représentation du score 
comportemental nociceptif moyen durant 
chacune des phases du test à la formaline. B. 
Représentation du temps passé en 
comportement de « trépidement » lors des 
différentes phases du test à la formaline. C. 
Représentation du temps passé en 
comportement de « lèchement» lors des 
différentes phases du test à la formaline. Les 
symboles (* et#) représentent les résultats 
statistiquement significatifs. Les « * » 
représentent les statistiques du test Man-
Withney, tandis que les « # » représentent 
les résultats statistiques du test Kruskal-
Wallis. Les valeurs de P qui ne sont pas 
accompagnées de symboles ne sont pas 
statistiquement significatives, mais sont 
considérées comme des tendances. Les 
données représentent des Moyennes ± 
Erreurs types. 
6.1.2 Influence des hormones sexuelles femelles sur les comportements nociceptifs 
associés au test à la formaline 
Afin de comprendre l'effet de l'ovariectomie et du remplacement hormonal sur les 
comportements nociceptifs des souris femelles, nous avons comparé la réponse au test à la 
formaline des groupes OVX, OVX+E2 et INT. Le score comportemental nociceptif, le 
comportement de «trépidement » et le comportement de «lèchement» ont été observés de façon 
distincte afin d'éviter les artéfacts possibles associés au test à la formaline, comme discuté dans 
la section 1.4.2 de l'introduction. L'analyse des variances non paramétriques par le test le 
Kruskal-Wallis (KW) a révélé que l'état hormonal des femelles affectait le comportement 
nociceptif global durant }'interphase (p=0,017) et la phase 2b (p=0,016) (Fig. 14A). Le 
comportement de « trépidement » varie aussi selon ces conditions, cependant dans ce cas-ci 
c'est la phase 1 (p=0,001) et !'interphase (p=0,011) qui sont modulées (Fig. 14B). Finalement, le 
comportement de « lèchement» a été modifié par les conditions hormonales des femelles durant 
la phase 2b (p<0,00 l) et de façon non significative durant l' interphase (p=0,060) et la phase 2a 
(p=0,073) (Fig. 14C). Les réponses nociceptives des groupes OVX+E2 et INT ont été comparées 
au groupe contrôle sans hormone (OVX) et analysées posthoc par un test de Mann-Whitney 
(MW). 
OVX+E2 vs OVX 
Cette comparaison vise à analyser l'influence d'un remplacement estrogénique chez des souris 
ovariectomisées. Tout d'abord, les souris OVX + E2 ont un comportement de «trépidement » 
plus élevé que les souris OVX durant la phase I (p=0,006) (Fig. 14B). Ensuite, la comparaison 
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des souris OVX+ E2 à celles OVX révèle un score nociceptif plus élevé lors de !'interphase 
(p=0,010) (Fig. 14A). Dans ce cas-ci, le score nociceptif des souris OVX+E2 serait davantage 
lié au comportement de « flinching » (p=0,003) (Fig. 14B) plutôt qu'au comportement de 
« lèchement» (p=0,604) (Fig. 14C). Par ailleurs, nous avons aussi observé que les souris 
OVX+E2 avaient une tendance à présenter un comportement de « lèchement » durant la phase 
2a plus bas que les souris OVX (même si le test de Mann-Whitney est significatif, puisque le 
test de Kruskall-Wallis est non-significatif nous ne pouvons pas conclure à une différence 
significative, KW: p=0,073; MW : p=0,043)(Fig. 14C). Finalement, chez les souris OVX+E2, 
on observe un score comportemental significativement moins élevé durant la phase 2b (p=0,002) 
(Fig. 14A). Durant cette phase, le score nociceptif plus faible associé au remplacement 
estrogénique serait due au comportement de «lèchement» (p<0,001) (Fig. 14C). 
F _SHAM vs OVX 
La comparaison des souris dont l'ovariectomie a été simulée (dont les ovaires sont intacts) 
(F _SHAM) et les souris réellement ovariectomisées (OVX) vise à analyser l'influence d'une 
déprivation hormonale par ovariectomie sur les réponses nociceptives au test à la formaline.Lors 
de la phase 1 du comportement de « trépidement » (Fig. 14B), les souris F _SHAM présentent 
des réponses nociceptives inférieures aux souris OVX. Cette variation n'est pas représentée lors 
de l'analyse du comportement de «lèchement» ou le score nociceptif. Il est important de 
considérer que le niveau de signification (o:) devrait être divisé par deux (selon la théorie de 
Bonferroni) puisque le test a été fait à deux reprises (OVX vs F _SHAM et OVX vs OVX+E2). 
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Donc, si l'on voulait être strictement rigoureux nous devrions considérer ce résultat comme une 
excellente tendance plutôt qu'un résultat statistiquement significatif. 
Les résultats démontrent que les souris OVX présentent un comportement nociceptif inférieur 
aux souris F _SHAM durant l' interphase (p=0,021) (Fig. 14A). Ce comportement ne semble pas 


































Figure 14. Influence des hormones sexuelles chez les femelles sur les réponses nociceptives 
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Comparaison des réponses douloureuses 
associées au test à la formaline chez des souris 
C57BU6j présentant différentes combinaisons 
d'hormones sexuelles (OVX n=lO, OVX+E2 n= 
9, et F _SHAM n=13). A. Représentation du score 
comportemental nociceptif moyen durant 
chacune des phases du test à la formaline. B. 
Représentation du temps passé en comportement 
de « trépidement » lors des différentes phases du 
test à la formaline. C. Représentation du temps 
passé en comportement de « lèchement » lors des 
différentes phases du test à la formaline. Les 
symboles (* et #) représentent les résultats 
statistiquement significatifs. Les « * » 
représentent les statistiques du test Man-Withney, 
tandis que les « # » représentent les résultats 
statistiques du test Kruskal-Wallis. Les valeurs de 
P qui ne sont pas accompagnées de symboles ne 
sont pas statistiquement significatives, mais sont 
considérées comme des tendances. Les données 
représentent des Moyennes ± Erreurs types. 
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6.2 Influence de l'injection d'agonistes sélectifs des récepteurs estrogéniques a et p sur les 
réponses nociceptives au test à la formaline 
Un des objectifs particuliers de cette étude était de caractériser l'influence d'un agoniste 
spécifique aux différents récepteurs nucléaires de l'estrogène sur le comportement douloureux 
de la souris C57BL/6j. Les comportements nociceptifs de souris injectées avec différents 
agonistes, soit le PPT, un agoniste sélectif au récepteur ERa, et le DPN, un agoniste sélectif au 
récepteur ER~, ont été comparés aux comportements de souris contrôles sans hormone sexuelle 
(OVX). Différents comportements nociceptifs ont été évalués, dont le score comportemental, le 
comportement de « trépidement » et le comportement de «lèchement». Tel qu'illustré à la 
figure 15A, l'analyse des variances non paramétriques par le test le Kruskal-Wallis (KW) a 
permis de montrer que l'injection d'agonistes pour les récepteurs estrogéniques module 
significativement le score comportemental durant les quatre phases du test à la formaline Par 
ailleurs, le comportement de « trépidement » varie aussi selon les agonistes injectés (Fig. 15B), 
lors de !'interphase et des phase 2a et 2b. De plus, tel qu'illustré à la figure 15C, l'analyse du 
comportement de «lèchement» démontre que l'injection d'agoniste (ER a. ou P) affecte aussi 
les quatre phases du test à la formaline. 
De façon plus spécifique, chaque agoniste provoque une variation distincte des comportements 
nociceptifs. Cette variation a été démontrée par une comparaison des groupes avec agoniste (soit 
PPT ou DPN) au groupe contrôle sans hormone (OVX) par un test de Mann-Whitney. 
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OVX+DPN vs OVX 
Chez les souris injectées avec le DPN, un agoniste du récepteur ER~. en comparaison avec les 
souris OVX, nous avons noté un score nociceptif plus élevé durant !'interphase (p=0,013) et la 
phase 2a (p=0,0 13 ), alors qu'un score nociceptif moindre a été observé durant la phase 2b 
(p=0,013) (Fig. 15A). Ces variations de comportement au niveau de !'interphase seraient autant 
liées au comportement de « trépidement » (p=0,028) (Fig. 15B) qu'au comportement de 
«lèchement» (p=0,003) (Fig. 15C). Par contre, les variations du score comportemental durant la 
phase 2a (Fig. 15A) seraient majoritairement attribuables au comportement de « trépidement » 
chez ces souris (FL: p=0,006, LK: p=0,133) (Fig. 15B). Le moindre score comportemental 
nociceptif des souris recevant du DPN durant la phase 2b (Fig. 15A), serait dû autant au 
comportement de «lèchement» (p<0,001) (Fig. l 5C) qu'à celui de « trépidement » (p=0,001) 
(Fig. 15B). 
OVX+PPT vs OVX 
Les souris injectées avec le PPT, en comparaison avec les souris OVX, ont un score 
comportemental associé au test à la formaline plus élevé durant ! 'interphase (p=0,049) et plus 
bas durant la phase 2b (p=0,004) (Fig. 15A). L'hyperalgésie, donc le comportement nociceptif 
plus élevé que le comportement nociceptif des souris contrôles, qui a été mesurée par le score 
comportemental durant I' interphase ne semble être due ni au comportement de « trépidement » 
(p=0,376) (Fig. 15B) ni au comportement de «lèchement» (Fig. 15C). En effet, le 
comportement de « lèchement » des souris injectées au PPT est même significativement plus bas 
que celui des souris contrôles (p=0,003) (Fig. 15C). La moindre algésie des souris OVX+PPT 
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durant la phase 2b, comme évalué par le score comportemental, semblerait dans ce cas-ci, autant 
liée au comportement de «lèchement» (p<0,001) (Fig. 15C) qu'au comportement de 
« trépidement » (p<0,001) (Fig. 15B). Par ailleurs, on observe chez les souris injectées au PPT 
un comportement de «lèchement» significativement plus bas durant la phase 1 (p=0,015) (Fig. 
15C), en comparaison avec les souris OVX. 
Il est important de noter, lors de la comparaison du score nociceptif des souris OVX vs 
OVX+PPT durant !'interphase (Fig. ISA), que le test de K.ruskall-Wallis est statistiquement 
significatif, et que le test de Mann-Whitney l'est également. Cependant, il est important de 
considérer que le niveau de signification (a) devrait être divisé par deux (selon la théorie de 
Bonferroni) puisque le test a été fait à deux reprises (OVX vs OVX+DPN et OVX vs 
OVX+PPT). Donc, si l'on voulait être strictement rigoureux nous devrions considérer ce résultat 





Figure 15. Comportements nociceptifs associés au test à la fonnaline des souris injectées avec 


























































Phase 1 Interphase Phase 2a Phase 2b 
## ### ## ### 
Comparaison des réponses nociceptives 
associées au test à la formaline de souris 
C57BU6j OVX (n=lO) injectées avec un 
agoniste sélectif à ERa (PPT, n=14) ou à 
ER~ (DPN, n=8) et de souris contrôles 
OVX injectées avec le véhicule. A. 
Représentation du score comportemental 
nociceptif moyen durant chacune des 
phases du test à la formaline. B. 
Représentation du temps passé en 
comportement de « trépidement » lors des 
différentes phases du test à la formaline. C. 
Représentation du temps passé en 
comportement de « lèchement » lors des 
. différentes phases du test à la formaline. 
Les symboles (* et #) représentent les 
résultats statistiquement significatifs. Les 
« * » représentent les statistiques du test 
Man-Withney, tandis que les « # » 
représentent les résultats statistiques du test 
Kruskal-W allis. Les valeurs de P qui ne 
sont pas accompagnées de symboles ne 
sont pas statistiquement significatives (dans 
ce cas-ci, puisque la valeur de P est plus 
élevée que le seuil de signification posé à 
0,05), mais sont considérées comme des 
tendances. Les données représentent des 
Moyennes ± Erreurs types. 
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p,=0,003 p<0,001 p=0,005 p<0,001 
6.3 Influence de la délétion du gène codant pour le récepteur ERa sur le comportement 
nociceptif associé au test à la formaline 
Un des objectifs était de caractériser le comportement nociceptif associé au test à la formaline 
chez des souris ERa KO. Les comportements nociceptifs de souris femelles ERaKO ont été 
comparés à ceux de souris femelles ERaWT, alors que les comportements nociceptifs des souris 
mâles ERaKO ont été comparés à ceux des souris mâlesERaWT. Les femelles n'ont pas été 
comparées aux mâles puisque toutes les souris femelles ont été ovariectomisées et 
supplémentées avec une capsule d'estrogène et de progestérone à libération constante, tandis 
que les mâles n'ont pas subi de chirurgie, ce qui pourrait influencer les mesures de réponses 
nociceptives de ces groupes.Les différents comportements nociceptifs ont été évalués, dont le 
score nociceptif comportemental, le comportement de « trépidement » et le comportement de 
« lèchement ». Les groupes de souris ERaKO et ERaWT ont été comparés par un test de Mann-
Whitney (MW). 
6.3.1 Modification des comportements nociceptifs associés au test à la formaline chez les 
femelles ERaKO (Objectif 4) 
Nos résultats ont démontré un score nociceptif plus élevé chez les souris ERaKO femelles en 
comparaison aux souris femelles ERaWT, lors de la phase 1 (p=0,036) et de !'interphase 
(p=0,006) (Fig. 16A). L'hyperalgésie présente au niveau de la phase 1 serait davantage (bien 
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que non significative) due au comportement de «lèchement» (p=0,059) (Fig. 16C), tandis que 
celle présente lors de !'interphase serait davantage reliée au comportement de « trépidement » 
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Figure 16. Comportements nociceptifs associés au test à la formaline des femelles ERaKO et 
ERaWT 
Comparaison des réponses nociceptives associées au test à la formaline chez des souris ERaKO 
(n=9) et ERaWT (n=8) femelles. A. Représentation du score comportemental nociceptif moyen 
durant chacune des phases du test à la formaline. B. Représentation du temps passé en 
comportement de « trépidement» lors des différentes phases du test à la formaline. C. 
Représentation du temps passé en comportement de « lèchement » lors des différentes phases du 
test à la formaline. Les « • » représentent les statistiques significatives du test Man-Withney. 
Les valeurs de P qui ne sont pas accompagnées de symboles ne sont pas statistiquement 
significatives ( dans ce cas-ci, puisque la valeur de P est plus élevée que le seuil de signification 
posé à 0,05), mais sont considérées comme des tendances. Les données représentent des 
Moyennes ± Erreurs types. 
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6.3.2 Modification des comportements nociceptifs associés au test à la formaline chez des 
souris mâles ERaKO 
Chez le mâle, les résultats obtenus démontrent que les souris ERaKO ont un score 
comportemental de douleur plus important que les souris de type sauvage (ERaWT) 
spécifiquement durant la phase 1 du test à la formaline (p=0,002) (Fig. 17 A). Cette hyperalgésie 
des souris ERaKO serait autant influencée par le comportement de « lèchement » (p=0,009) 
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Figure 17. Comportements nociceptifs associés au test à la formaline des mâles ERa KO et 
ERaWT 
Comparaison des réponses nociceptives associées au test à la formaline des souris ERaKO 
(n=14) et ERaWT (n=12) mâles. A. Représentation du score comportemental nociceptif moyen 
durant chacune des phases du test à la formaline. B. Représentation du temps passé en 
comportement de « trépidement » lors des différentes phases du test à la formaline. C. 
Représentation du temps passé en comportement de « lèchement » lors des différentes phases du 
test à la formaline. Les « * » représentent les statistiques significatives du test Man-Withney. 
Les données représentent des Moyennes ± Erreurs types. 
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6.4 Validation interne: Hypertrophie de l'utérus des différents groupes de souris femelles 
Afin de valider la biodisponibilité et la spécificité des agonistes utilisés, les utérus des souris 
femelles ont été prélevés post-mortem et pesés. Il est connu que la liaison de l'estrogène aux 
récepteurs estrogéniques a provoque l'hypertrophie de l'utérus, alors que l'activation du 
récepteur estrogénique n'a pas d'action trophique sur l'endomètre utérin. On suppose donc 
que si les composés sont bien absorbés et distribués le poids de l'utérus sera modifié en 
conséquence des composés injectés (véhicule, E2, PPT). Théoriquement, les femelles intactes 
(F _SHAM), les femelles injectées avec de l'estradiol (OVX+E2) et les femelles injectées avec le 
PPT devraient montrer une hypertrophie significative de l'utérus en comparaison avec les souris 
contrôles (OVX) [Frasor et al., 2003, Couse & Korach, 1999a]. 
Tel qu'illustré à la figure 18, le test statistique de Mann-Whitney a permis de démontré que les 
souris F _SHAM (p=0,004), OVX+E2 (p<0,001), et OVX+PPT (p<0,001) ont toutes un poids 
utérin significativement augmenté en comparaison des souris OVX, tandis que les souris 
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Figure 18. Poids des utérus des souris femelles en fonction de leur statut hormonal 
Une augmentation du poids de l'utérus est observée chez les souris F _SHAM (n=13), OVX+E2 
(n=9)et OVX+PPT (n=14) en comparaison des souris OVX (n=lO). Aucune augmentation n'est 
observée chez les souris OVX+DPN (n=8) en comparaison des souris OVX. Test statistique de 
Mann-Whitney. Les données représentent des Moyennes ± Erreurs types. 
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Puisque le sous-récepteur estrogénique a. est responsable de l'hypertrophie de l'utérus, le poids 
de ceux-ci a aussi été mesuré dans le groupe de souris ERa.KO afin de confirmer les résultats du 
génotypage. Selon la littérature, l'utérus des souris ERa.KO devrait peser la moitié moins que 
celui des souris sauvages [Lubahn et al., 1993, Couse & Korach, 1999b, Couse & Korach, 
1999a]. 
Tel qu 'iIIustré à la figure 19, les souris femelles ERa.KO (F _ ERa. KO) présentent des utérus de 
poids plus faible que ceux des femelles avec ERa. (F _ ERa. _ WT) (p=0,009). 
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F_Eflo_WT F_Eflo_KO 
Figure 19. Poids de l'utérus des souris femelles en fonction de la présence ou non du 
récepteurERa 
Les femelles ERcxKO (n=9) présentent des utérus hypoplasiques. Leur poids est 
significativement plus faible que celui des souris ERaWT (n=8). Test statistique de Man-
Whitney. Les données représentent des Moyennes ± Erreurs types. 
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Discussion 
CHAPITRE 7: DISCUSSION DES RÉSULTATS 
7.1 Caractéristique inter-sexe des souris C57BL/6j et rôle des hormones sexuelles dans la 
douleur 
7 .1.1 Différence mâle/femelle 
L'analyse des comportements nociceptifs associés au test à la formaline n'a pas permis de 
mettre en évidence des différences entre les souris C57BU6j mâles et femelles. Ce résultat était 
inattendu puisque plusieurs études chez le rat et la souris ont rapporté une différence entre les 
sexes dans les comportements nociceptifs. Il est très possible que nos résultats s'expliquent par 
la souche de souris utilisée. En effet, Leo et al. (2008) ont démontré que les comportements 
nociceptifs associés au test à la formaline varient entre les différentes souches de souris, et qu'il 
n'y avait pas de différence inter-sexe significative lors du test à la formaline chez les souris de 
souche C57BL/6j. 
Il est important de rappeler qu'il est aussi possible de diviser les comportements, soit en 
« trépidement », et en « lèchement/mordillement », afin de tirer différentes conclusions. Ces 
comportements peuvent être associés à différents mécanismes neurophysiologiques, dont des 
mécanismes davantage spinaux (comportement de « trépidement» décrit davantage comme du 
« piétinement » puisque distinct du comportement de « retrait») ou des mécanismes davantage 
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supraspinaux (comportement de «lèchement») [Ceccarelli et al., 2003]. Le comportement de 
« trépidement» est souvent le plus utilisé puisqu'il est beaucoup moins modulé par les 
composantes environnementales [Tjolsen et al., 1991a, Tjolsen et al., 1991b, Berge et al., 1991, 
Wheeler-Aceto & Cowan, 1991]. Cette hypothèse sera discutée en relation avec les résultats 
obtenus. 
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7.1.2 Implication des hormones sexuelles femelles dans la douleur
.  Femelle: spinal interohase*
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Figure 19. Graphique résumé de l'implication des hormones sexuelles femelles dans la
modulation de la doule
Graphique résumé des résultats au test à la formaline des souris femelles (F_SHAM) et des
souris femelles ovariectomisées avec injection d'estradiol (OVX+E2) en comparaison des souris
contrôlées (souris ovariectomisées, OVX). Les flèches roses représentent les résultats
statistiquement significatifs, les flèches grises représentent les résultats statistiquement non-
significatifs. La direction des flèches représente l'augmentation (1^) ou la diminution (>!/-) de la
réponse nociceptive par rapport aux souris contrôles (OVX).
Bien que nous n'ayons pas observé de différence notable entre les mâles et les femelles lors du
test à la formaline, le retrait des hormones sexuelles femelles suite à l'ovariectomie a provoqué
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une modification du comportement nociceptif (F _SHAM vs OVX). En effet, les femelles 
intactes (possédant leurs ovaires) présentent une réponse nociceptive inférieure aux femelles 
ovariectomisées lors de la phase 1 du test à la formaline associé à un comportement spinal 
(puisque visualisé uniquement lors de l'analyse du comportement de « trépidement »), alors que 
pendant !'interphase les femelles ovariectomisées (OVX) présentent moins de comportements 
nociceptifs (autant au niveau du comportement de « trépidement » qu'au niveau du 
comportement de « lèchemenbt »)que celles ayant leurs ovaires intacts (F _SHAM). Nos 
résultats sont relativement comparables à ce que Gaumond et al. (2002) ont publié dans une 
étude impliquant le rat comme sujet expérimental. 
Estradiol 
Dû au très faible nombre de publications utilisant une supplémentation en estrogène chez la 
souris, la comparaison des résultats ne peut être faite qu'avec des résultats obtenus chez le rat. 
Comme discuté plus tôt, ces comparaisons doivent être faites avec prudence puisqu'il existe une 
différence entre les espèces qui est de plus en plus acceptée et évoquée dans la littérature 
scientifique. L'effet de l' estradiol (E2) sur la modulation de la douleur a été discuté par 
différents groupes de recherche et les résultats en ressortant ne sont pas toujours en accord. Il est 
d'ailleurs à considérer que la concentration d'estradiol est un facteur de variabilité entre les 
études [Nag & Mokha, 2006, Mannino et al., 2007, Smith et al., 2006, Craft, 2007], ainsi que le 
test utilisé [Sanoja & Cervero, 2008, Gaumond et al., 2005, Gordon & Soliman, 1996, Kuba 
et al., 2005, Dawson-Basoa & Gintzler, 1993] et l'heure de l'administration de l'estradiol 
[Gordon & Soliman, 1994]. 
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Aucune autre équipe n'avait observé de modulation de la douleur lors du test à la formaline chez 
des animaux injectés avec de l'estradiol [Gaumond et al., 2005]. Plusieurs paramètres pourraient 
expliquer cette différence de résultats. Premièrement, dans la présente étude, l'estradiol a été 
injecté sur une base quotidienne durant sept jours. La plupart des autres études utilisaient des 
implants ou d'autres mécanismes à libération continue sous-cutanée [Gaumond et al., 2005, 
Kuba et al., 2005, Kuba et al., 2006, Mannino et al., 2007]. De plus, la durée du traitement peut 
avoir plusieurs répercussions sur les comportements observés, autant en ce qui concerne les 
effets de l'ovariectomie que ceux de l'injection d'agoniste. Il a été démontré que le temps passé 
en absence d'hormone a un impact considérable sur les comportements nociceptifs, 
particulièrement les comportements de « lèchement» [Ceccarelli et al., 2003]. Cependant, les 
paramètres qui semblent avoir eu le plus grand impact sont la durée du traitement et la dose 
d'estradiol administrée. En effet, il existe aussi un effet considérable du temps de traitement à 
l' estradiol, particulièrement sur la compensation par d'autres récepteurs ou sur la mise en œuvre 
d'un rétro-contrôle fait par l'estradiol sur son propre récepteur. Dans le même ordre d'idée, les 
concentrations plasmatiques et les doses d'estradiol varient d'une étude à l'autre, ce qui peut 
faire varier les résultats finaux et rendre plus ardue leur comparaison. Par exemple, il a été 
démontré que la quantité d'estradiol administrée module l'efficacité de l'antinociception associé 
au système opioïde endogène [Nag & Mokha, 2006, Mannino et al., 2007, Smith et al., 2006, 
Craft, 2007]. Puisqu'il a été démontré que l' interphase possède une composante opioïdergique 
[Gaumond et al., 2007], il est possible que ce soient ces facteurs (durée de traitement et dose) 
qui ont joué dans la di vergence entre nos résultats et ceux d'autres équipes de recherche. 
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Phase 1 
Les résultats du comportement de « trépidement » obtenus lors de la phase 1 du test à la 
formaline ne coîncident pas très bien avec les résultats de Gaumond et al. (2002). 
Dans un premier temps, si l'on voulait être strictement rigoureux nous devrions considérer ce 
résultat comme une excellente tendance plutôt qu'un résultat statistiquement significatif. En 
effet, le niveau de signification (a) devrait être divisé par deux (selon la théorie de Bonferroni, 
a=0,025) puisque le test a été fait à deux reprise (OVX vs F _SHAM et OVX vs OVX +E2). En 
considérant ce niveau de signification, la variation observée lors de la phase 1 du test à la 
formaline n'est plus significatif. 
Dans un second temps, sur ce même graphique de comportement de « trépidement », il est 
possible d'observer que les souris OVX+E2 ont une réponse nociceptive plus élevée que les 
femelles OVX, et donc une variation d'autant plus grande entre les souris F _SHAM et 
OVX +E2. Ces résultats suggèrent une implication légèrement antinociceptive de la progestérone 
dans ces variations de réponse nociceptive de type spinale. Une hypothèse supportant ce résultat 
serait la transformation de la progestérone en des métabolites 3a-5a réduits, particulièrement en 
allopregnanolone (3a-5a tetrahydroprogestérone) [Baulieu, 1998]. La formation de ce type de 
métabolite a été démontrée dans les cellules neuronales, les cellules gliales et les astrocytes, 
particulièrement au niveau de la moelle épinière [Mellon et al., 2001]. Cette molécule possède 
une affinité particulière pour les récepteurs GABA-A des intemeurones inhibiteurs de la moelle 
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épinière [Belelli & Lambert, 2005]. Lorsque l'allopregnanolone se lie au récepteur GABA-A, 
son rôle de modulateur positif de ce récepteur produit une augmentation de la fréquence et de la 
durée d'ouverture de ce canal, ce qui augmente le potentiel inhibiteur de ces neurones [Lambert 
et al., 2003]. De plus, il a été démontré que la variation des niveaux d'hormone gonadique 
module la synthèse de ces métabolites 3a-5a réduits [Frye & Duncan, 1996]. 
Interphase 
Il est possible d'observer plusieurs similitudes dans les comportements nociceptifs entre les 
femelles possédant naturellement des hormones (E2+P) et celles injectées avec l'E2 suite au 
retrait des ovaires. Dans les deux cas, les souris présentent plus de comportements nociceptifs 
durant l'interphase que celles sans hormones sexuelles (OVX), suggérant un effet pro-nociceptif 
des hormones sexuelles femelles durant cette phase. 
Les différences entre les souris F _SHAM et les souris OVX présentent durant ]'interphase du 
test à la formaline ne sont significatives qu'au niveau du score comportemental. Comme 
mentionné plus tôt, le comportement de « lèchement» est considéré plus fiable chez la souris en 
comparaison du score comportemental décrit par Dubuisson and Dennis (1977). Chez ces souris, 
le fait que ni le comportement de « lèchement » ni le comportement de « trépidement » ne sont 
modifiés significativement, cela suggère que la majorité des variations du score comportemental 
seraient produites entre le stade O et le stade 1, deux stades très proches qui peuvent parfois être 
confondus dans certains cas. Comme mentionnée plus tôt, la discrimination entre des stades 
aussi proches, particulièrement chez la souris, un animal qui bouge beaucoup plus rapidement 
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que le rat, demande une expérience considérable dans l'attribution des scores pondérés pour les 
tests comportementaux [Tjolsen et al., 1992]. C'est pour cette raison que plusieurs auteurs 
utilisant la souris comme animal d'expérimentation lors du test à la formaline divisent les 
comportements nociceptifs(« lèchement»,« retrait»,« trépidement »,«piétinement»), ou n'en 
quantifient qu'un seul, généralement le comportement de« lèchement» [Sugimoto et al., 1986, 
Abbott et al., 1981, Fanselow, 1984]. Donc, les variations entre les différents comportements 
pourraient s'expliquer par une forme d'artefact produite par la technique utilisée pour mesurer la 
réponse nociceptive, soit le score comportemental de Dubuisson and Dennis pour le rat, par 
rapport à la technique décrite par Murray (1988) pour la souris, mesurant uniquement le 
comportement de « lèchement». Cependant, si cette technique de notation est véridique chez la 
souris, cette observation confirmerait très bien les observations faites par Gaumond et al., 2002 
concernant le rôle des hormones gonadiques sur !'interphase du test à la formaline. 
Lors de l'analyse plus détaillée des comportements nociceptifs, on peut noter que 
l'augmentation de la réponse nociceptive des souris OVX+E2 par rapport aux souris OVX 
durant l' interphase est due davantage au comportement de « trépidement » chez les souris 
supplémentées à l'estrogène. Ces résultats sont différents des observations faites par Gaumond 
et al. (2005). Lors de l'injection d'estradiol chez les rats, ils n'avaient observé aucune 
modification du score nociceptif lors de la phase 1 et de !'interphase du test à la formaline. Ces 
différences peuvent être attribuables à la modification du modèle animal utilisé ou à un manque 
de puissance. Il est possible, puisque les souris bougent plus rapidement, qu'une quantité de 
souris plus grande ait été nécessaire. 
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Phase 2 
Comme publié par Gaumond et al. (2002), aucune différence n'a été observé entre les souris 
F _SHAM et les souris OVX lors de la phase 2 du test à la formaline. Cependant, les souris 
injectées avec l' estradiol ont présenté un score nociceptif et un comportement de « lèchement » 
plus faible que les souris OVX lors de la phase 2b. Cependant, il est possible d'observer une 
tendance soulignant cette diminution durant la phase 2a du comportement de « lèchement ». 
Gaumond et al. (2005) avaient observé une diminution significative pendant leur première partie 
de la phase 2 (21-60 min, qui représente toute la phase 2 mesurée dans l'expérimentation 
présente, tandis que la différence mesurée entre la 60e et la 90e minute était beaucoup moins 
importante). 
Un effet anti-hyperalgésique de l'estrogène est généralement rapporté produisant la diminution 
des comportements douloureux lors du test à la formaline. Plus spécifiquement, plusieurs 
équipes ont observé une diminution du score comportemental durant la phase 2 du test à la 
formaline lors de l'injection d' estradiol suite à l'ovariectomie [Mannino et al., 2007, Kuba et al., 
2006, Kuba et al., 2005]. Cet effet analgésique pourrait être attribuable à l'action anti-
inflammatoire de l'estrogène puisque le comportement douloureux de la phase 2 est en partie 
associé à la réaction inflammatoire en réponse à l'injection de formaline. Lors de nos 
expérimentations, cette variation a été peu observée durant le comportement nociceptif global, 
cependant celle-ci était très évidente lors du comportement de « lèchement». 
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Tel que mentionné plus haut, il a été mainte fois suggéré le rôle anti-inflammatoire de 
l' estrogène. Cependant, il est intéressant de remarquer l'augmentation du comportement de 
« trépidement » de la phase 2a des souris OVX+E2 alors que le comportement de« lèchement» 
tend à diminuer. Il est évident que la variation observée lors du comportement de 
« trépidement » n'est nullement significative et peut être due à de multiples facteurs de 
variation. Cependant, cette variabilité plus importante à ce niveau influence tout de même la 
mesure du score nociceptif de façon global. 
Finallement, contrairement à ces résultats, Aloisi and Ceccarelli (2000) ont démontré que 
lorsqu'injecté de façon intracérébroventricullaire l'estradiol produisait une augmentation des 
comportements de « lèchement» réversible par la naloxone, alors que ces comportements étaient 
absents lors de l'injection intrapéritonéale d'estradiol [Aloisi & Ceccarelli, 2000]. Ces résultats 
suggèrent un effet différent en périphérie et au niveau central. En effet, il est connu que les DRG 
des neurones périphériques possèdent des récepteurs estrogéniques ce qui permettrait de 
moduler la réponse inflammatoire à ce niveau [Taleghany et al., 1999]. Lors de notre 
expérimentation, l'estradiol était injecté de façon sous-cutanée, ce qui expliquerait que l'on 
n'observe pas d'augmentation du comportement de« lèchement» chez nos animaux. 
En résumé, les résultats obtenus sont considérablement différents de ceux de Gaumond et al., 
(2002;2005). Les similarités sont présentes particulièrement durant !'interphase entre les souris 
F _SHAM et les souris OVX, où il y augmentation de la réponse nociceptive en présence 
d'hormone sexuelle, et entre les souris OVX et OVX+E2 lors de la phase 2 du test à la 
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formaline, où la présence d'estradiol diminue la réponse nociceptive. Les différences sont 
observées particulièrement durant la première phase du comportement de « trépidement » à la 
fois lors de la comparaison souris F _SHAM vs OVX et OVX +E2 vs OVX. De plus, une autre 
différence s'est présentée lors de !'interphase du score comportemental entre les souris OVX+E2 
vs OVX. Ces différences peuvent être attribuables à la modification du modèle animal utilisé ou 
à un manque de puissance. Il est possible, puisque les souris bougent plus rapidement, qu'une 
quantité de souris plus grande ait été nécessaire. 
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Flgure 20. Graphique résumé de l'implication du récepteur ERP dans la modulation de la 
douleur 
Graphique résumé des résultats au test à la formaline des souris femelles injectées avec 
l'agoniste spécifique du récepteur ERJ3 (OVX+DPN) en comparaison des souris contrôles 
(souris ovariectomisées, OVX). Les flèches représentent les résultats statistiquement 
significatifs. La direction des flèches représente l'augmentation ( 1') ou la diminution ( +) de la 
réponse nociceptive par rapport aux souris contrôles (OVX). 
Un des objectifs était d'étudier l'effet pharmacologique d'agonistes spécifiques au récepteur 
ER~ sur la réponse nociceptive aiguë, tonique, et du contrôle inhibiteur de la douleur chez la 
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souris. Puisque l'injection d'un agoniste spécifique au récepteur ERB est en fait une suite du 
projet de Spooner et al. (2008), où la réponse nociceptive des souris ERPKO a été étudiée, nous 
nous attendions à observer des réponses nociceptives miroirs au test à la formaline. Puisque les 
souris ERPKO ont présenté une hypoalgésie en comparaison aux souris ERPWT, on pouvait 
donc s'attendre à une hyperalgésie chez les souris injectées avec le DPN durant !'interphase et la 
phase 2 précoce (phase 2a). 
Phase 1 
Tout comme observé chez les souris ERPKO, les souris injectées avec le DPN n'ont présenté 
aucune modification de la réponse nociceptive. 
Interphase 
La majoration de la douleur observée pendant !'interphase chez les souris OVX+DPN suggère 
fortement une influence négative du récepteur ERP sur les voies inhibitrices descendantes. En 
effet, le récepteur ERB est exprimé particulièrement au niveau du NRM et dans plusieurs 
neurones produisant et libérant la 5-HT [Nomura et al., 2003], un neurotransmetteur très influant 
pour les voies de contrôles inhibitrices de la douleur. Cette information suggère que le récepteur 
ERB modulerait l'activité neurobiologique des voies inhibitrices descendantes, et donc, 
permettrait une diminution de la libération de neuromodulateurs monoaminergiques inhibiteurs 
au niveau de la moelle épinière. Une diminution de l'efficacité des systèmes descendants 
entraînerait donc une augmentation de la transmission des informations nociceptives, et donc 
une hyperalgésie, observée principalement au niveau de !'interphase du test à la formaline. De 
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plus, le récepteur ER~ pourrait influencer la nociception via l'induction, dans les neurones du 
PVN et du SON, d'oxytocine et de vasopressine, deux modulateurs de plus en plus reconnus de 
la nociception [Hrabovszky et al., 1998, Alves et al., 1998a, Mitra et al., 2003]. 
L'amygdale est une région qui gère les réponses émotionnelles, particulièrement l'anxiété et la 
dépression [Walf & Frye, 2006]. En effet, plusieurs neurones sensibles aux hormones sexuelles 
y sont retrouvés, notamment des neurones sensibles à l'estrogène et à l'androgène [Simerly, 
1990, Walf & Frye, 2006]. Il a été démontré que l'injection d'un agoniste spécifique au 
récepteur ER~ (DPN) réduit considérablement les comportements anxiogènes chez le rat [Lund 
et al., 2005]. La présence de ce récepteur sur des neurones sérotoninergiques, comme mentionné 
ci-haut, ainsi que dans les régions facilitant la libération d'oxytocine, qui possède aussi un effet 
anxiolytique [Neumann, 2008, McCarthy et al., 1996], peuvent expliquer l'effet comportemental 
de l'agoniste DPN sur l'anxiété. De plus, il est fortement suggéré que cette région soit impliquée 
dans l'intégration de l'information nociceptive [Neugebauer, 2006], plus particulièrement sa 
composante émotionnelle [Sah et al., 2003]. Il est même suggéré que cette région soit impliquée 
dans les voies de modulation descendantes de la douleur [Heinricher et al., 2008]. En effet, par 
la présence de nombreux récepteurs opioïdes [Gackenheimer et al., 2005], gabaergiques 
[Neugebauer, 2006, Hasanein et al., 2008], oxytocinergiques [Neumann, 2008], ainsi que ces 
projections vers d'autres noyaux notamment la SGPA [Heinricher et al., 2008], lui confère une 
importance majeure dans la neurophysiologie de la douleur. 
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Les liens très étroits liant l'anxiété à la nociception rendent difficile la caractérisation du rôle 
précis des neurotransmetteurs impliqués dans chacune de ces situations. Entre autre, 
l'implication de la sérotonine et de la noradrénaline, deux neurotransmetteurs fortement 
impliqués dans les mécanismes neurophysiologiques de l'anxiété et de la dépression, ont 
largement été associés aux contrôles inhibiteurs descendants de la douleur [Millan, 2002]. 
Cependant, plusieurs évidences démontrent maintenant que la sérotonine ne serait pas 
exclusivement une composante inhibitrice, mais pourrait aussi être impliqué dans un mécanisme 
facilitateur de la douleur des voies descendantes [Suzuki et al., 2004]. La sérotonine se lie à plus 
de 15 types de récepteur produisant des effets soit pronociceptif soit antinociceptif. 
Particulièrement dans le tronc cérébral, où se situe le RVM, lors d'une activation tonique de la 
5-HT les cellules excitatrices sont plus fortement stimulées ce qui engendre un effet facilitateur 
de la douleur [Urban and Gebhart, 1999, Morgan et al., 1994]. De plus, il a été démontré que 
l'injection de formaline active particulièrement les cellules excitatrices du NRM [Suzuki et al., 
2002]. Puisque ces régions sont fortement influencées par les récepteurs estrogéniques, 
particulièrement le récepteur ER~, il est possible de suggérer que l'augmentation des réponses 
nociceptives chez ces souris soit associés à ces mécanismes. 
Phase 2a 
C'est cet effet miroir des souris ER~KO que nous avons observé, alors que les souris injectées 
avec le DPN ont présenté des scores nociceptifs plus élévés que les souris OVX. Ce 
comportement douloureux plus intense durant la phase 2a serait attribuable de façon plus 
importante au comportement de « trépidement », mais est tout de même représenté légèrement 
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par le comportement de « lèchement ». Le fait que !'interphase soit associée aux deux 
comportements nociceptifs, donc associée tant à un mécanisme spinal que supraspinal, tandis 
que la phase 2a est associée plus fortement au comportement de « trépidement », associée à un 
mécanisme spinal, permet de suggérer que la phase 2a ne serait pas produite par les mêmes 
mécanismes que !'interphase. 
Phase 2b 
En ce qui concerne les comportements nociceptifs de la phase 2 tardive (2b), les souris injectées 
avec le DPN ont présenté des comportements nociceptifs moindres, en comparaison avec les 
souris OVX. Il est à noter que ce phénomène est aussi observé lors de l'injection du PPT (voir 
section 7.3). En effet, le récepteur ER~ est connu et décrit pour son activité anti-inflammatoire. 
ERB-041, un agoniste du récepteur ER~, a démontré la capacité de réprimer certains gènes 
proinflammatoires [Cvoro et al., 2008]. Cet effet qui est au final anti-inflammatoire a aussi été 
observé in vitro et dans des modèles animaux de douleur inflammatoire [Gardell et al., 2008, 
Leventhal et al., 2006]. Ces observations pourraient expliquer les comportements nociceptifs 
moins élevés chez nos animaux lors de la phase tonique du test à la formaline. Par contre, ces 
variations nociceptives lors de la phase inflammatoire n'ont pas été observées chez les souris 
ER~KO (voir résultats Spooner et al., 2008 présenté à la section 3.4). La différence majeure qui 
existe entre le modèle utilisant l'injection d'agoniste suite à l'ovariectomie et celui des souris 
transgénique (ERa.KO ou ER~KO), est l'ajout de progestérone via un implant chez les souris 
transgéniques. En effet, Kuba et ses collaborateurs [Kuba et al., 2006] ont démontré un effet 
significatif de l'administration de progestérone sur la capacité analgésique de I' estradiol lors de 
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la phase 2 du test à la formaline. Ils suggèrent même que la progestérone renverse l'effet anti-
inflammatoire de l'estradiol durant cette phase. Cette action antagoniste de la progestérone sur 
I' estradiol pourrait expliquer la présence de variation des réponses nociceptives de la phase 
inflammatoire tardive (2b) entre le modèle d'injection d'agoniste et le modèle de souris 
transgéniques (ERaKO ou ER~KO). 
En résumé, les résultats obtenus chez les souris OVX+DPN corrèlent très bien avec ceux des 
souris ERPKO. Dans tous les cas, les variations du score nociceptif sont représentées à la fois 
par les comportements de « trépidement » et de « lèchement ». Ces résultats permettent de 
suggérer des composantes à la fois spinales et supraspinales, ce qui est très pertinent considérant 
la présence des récepteurs ERP tant au niveau des centres supérieurs qu'au niveau de la moelle 
où les récepteurs y sont présents à tous les niveaux. 
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7.3 Rôle du récepteur ERa dans la modulation de la transmmion et de l'inhibition de la 
douleur 
3 
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Figure 21. Graphique résumé de l' implication du récepteur ERa dans la modulation de la 
douleur 
Graphique résumé des résultats au test à la formaline des souris femelles injectées avec 
l'agoniste spécifique du récepteur ERa (OVX+PPT) en comparaison des souris contrôles (souris 
ovariectomisées, OVX). Les flèches représentent les résultats statistiquement significatifs. La 
direction des flèches représente l'augmentation ( 1') ou la diminution ( '1t) de la réponse 
nociceptive par rapport aux souris contrôles (OVX). 
Un des objectifs particuliers de ma maîtrise était de caractériser l'implication du récepteur ERa 
dans la douleur aiguë, tonique ainsi que l'inhibition active de la douleur. Cette caractérisation 
chez l'animal de façon comportementale est primordiale puisque les seules expérimentations qui 
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ont été faites sur ce sous-récepteur avaient été effectuées in vitro. Il était donc pertinent de 
caractériser à la fois la douleur aiguë, tonique, ainsi que l'inhibition active de la douleur chez les 
souris ERaKO et lors de l'injection d'un ligand spécifique et sélectif à ce récepteur 
estrogénique. L'une comme l'autre, ces expérimentations sont aussi importantes. Puisque la 
souris ERaKO représente une perte de fonction du récepteur, tandis que l'injection de ligand est 
un gain de fonction de ce récepteur, on devrait théoriquement observer des effets miroirs l'un de 
l'autre. 
Phase 1 : Modulation de la transmission de l'activité nociceptive par le récepteur ERa 
Nous avons tout d'abord observé durant la phase 1 du test à la formaline un score nociceptif et 
un comportement de « lèchement» plus faibles chez les souris femelles injectées avec un ligand 
spécifique au récepteur ERa (OVX+PPT, gain de fonction), en comparaison aux souris 
ovariectomisées (OVX). Chez les souris ERaKO (perte de fonction), chez les femelles comme 
chez les mâles, un plus grand score comportemental est observé durant la phase 1 du test à la 
formaline. Ces résultats sont fortement dirigés par le comportement de « lèchement». 
Dans un premier temps, puisqu'il est connu que la phase 1 du test à la formaline représente 
l'activation des fibres Cet est souvent associé au transport de l'information nociceptive entre la 
périphérie et la moelle, il est possible de suggérer que la diminution des comportements 
nociceptifs observée durant la phase 1 chez les souris possédant le récepteur ERa soit associée à 
une modulation de la transmission de l'activité nociceptive entre la périphérie et la moelle. Cette 
observation au niveau de la phase 1 du test à la formaline concorde très bien avec l'hypothèse de 
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départ qui était, selon Chaban et collaborateur (2005), que l'agoniste PPT, en se liant aux 
récepteurs ERa exprimés dans les DRG, diminue l'échange d'ions Ca2+ au niveau des fibres 
nociceptives présentent dans les DRG [Chaban & Micevych, 2005]. La diminution de ces ions 
induit une diminution de la propagation de l'influx nerveux. On sait que la phase 1 du test à la 
formaline représente directement l'activation des fibres C par les nocicepteurs, ce qui pourrait 
donc expliquer cette diminution du comportement nociceptif durant cette phase du test à la 
formaline. Dans le cas des souris ERaKO, l'inactivité des récepteurs ERa a pu empêcher la 
diminution de l'échange d'ions Ca2+ au niveau des fibres nociceptives situées dans les DRG. On 
peut supposer que cette perte de fonction a empêché la diminution de la propagation de l'influx 
nerveux et la diminution de la libération de neurotransmetteurs au niveau synaptique. Cette 
théorie expliquerait que les souris ERaKO présentent une plus grande activité nociceptive, et 
donc plus de comportements douloureux associés à une augmentation de la transmission 
nociceptive que les souris ERaWT. Finalement, les résultats obtenus sont constants dans les 
deux sexes et sont présents autant dans le modèle de gain que de perte de fonction du récepteur 
a. En résumé, ces résultats confirmeraient l'effet inhibiteur (hypoalgésique) de ce sous-
récepteur sur la transmission nociceptive. 
Cependant, puisque la réponse nociceptive du comportement de « lèchement » a été modifiée, 
représentant un mécanisme supraspinal, et non celle du comportement de « trépidement », 
représentant un mécanisme spinal, la transposition du résultat à une modification de l'activité 
nociceptive entre la périphérie et la moelle est difficile à expliquer. Une autre hypothèse serait 
l'action du récepteur ER a dans les régions associées à l'intégration du message nociceptif au 
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niveau des centres supérieurs, notamment le cortex. Il a d'ailleurs été démontré que les 
récepteurs ERa et ERP sont présents dans cette région et leur expression est âge- et sexe-
dépendant [Thakur & Sharma, 2007]. 
Interphase : Modulation du contrôle inhibiteur descendant par le récepteur ERa 
L'interphase est une période du test à la formaline où les comportements douloureux sont 
grandement diminués. Il s'agit d'une phase permettant l'observation des voies de contrôle 
endogène de la douleur. 
L'hypothèse de départ concernant la modulation des contrôles endogènes de la douleur par le 
récepteur ERa, donc la modulation de !'interphase du test à la formaline, a été émise considérant 
les résultats de Micevych [Micevych et al., 2003]. Celui-ci a démontré que le récepteur ERa, par 
une voie non-génomique, est nécessaire à l'internalisation du récepteur MOR induite par 
l'estrogène. Puisque l'internalisation du récepteur MOR est due à une augmentation de la 
libération de peptides opioïdes, cela a permis de suggérer que l'activation du récepteur ERa 
produirait une augmentation de la libération de peptides opioïdes au niveau des centres 
supérieurs. Cet effet devait donc augmenter l'efficacité des systèmes d'inhibition de la douleur. 
Puisque ces effets sont particulièrement actifs lors de !'interphase du test à la formaline, on 
devrait donc observer une modulation des comportements douloureux durant cette phase. 
Une observation superficielle de nos résultats démontrerait que le gain et la perte de fonction du 
récepteur ERa provoqueraient tout deux une augmentation du comportement douloureux 
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général durant !'interphase. Par exemple, lorsque l'on regarde de façon plus spécifique les 
résultats des tests nociceptifs des souris OVX+PPT, le comportement de « lèchement» est 
diminué de façon significative par rapport aux souris contrôles, et le comportement de 
« trépidement » n'est pas modifié. Premièrement, si l'on voulait être strictement rigoureux, nous 
devrions considérer ce résultat comme une excellente tendance plutôt qu'un résultat 
statistiquement significatif. En effet, le niveau de signification (a) devrait être divisé par deux 
(selon la théorie de Bonferroni, a=0,025) puisque le test a été fait à deux reprises (OVX vs 
OVX+PPT et OVX vs OVX+DPN). En considérant ce niveau de signification, la variation 
observée lors de l' interphase du test à la formaline n'est plus significatif. Deuxièmement, ces 
résultats suggèrent que toutes les variations du score comportemental seraient produites entre le 
stade O et le stade 1, deux stades très proches qui peuvent parfois être confondus dans certains 
cas. Comme mentionnée plus tôt, la discrimination entre des stades aussi proches, 
particulièrement chez la souris qui est un animal qui bouge beaucoup plus rapidement que le rat, 
demande une expérience considérable dans l'attribution des pointages pour les tests 
comportementaux [Tjolsen et al., 1992]. C'est pour cette raison que plusieurs auteurs utilisant la 
souris comme animal d'expérimentation lors du test à la formaline divisent les comportements 
nociceptifs ( « lèchement », « retrait », « trépidement », « piétinement »), ou n'en quantifient 
qu'un seul, généralement le comportement de «lèchement» [Sugimoto et al., 1986, Abbott 
et al., 1981, Fanselow, 1984]. Donc, les variations entre les différents comportements pourraient 
s'expliquer par une forme d'artefact produite par la technique utilisée pour mesurer la réponse 
nociceptive, soit le score comportemental de Dubuisson and Dennis pour le rat, par rapport à la 
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technique décrite par Murray (1988) pour la souris, mesurant uniquement le comportement de 
« lèchement». 
En résumé, les hypothèses étaient que l'absence de la fonction reliée au récepteur ERa. devait 
empêcher l'augmentation de la libération de peptides opioïdes au niveau central, tandis que les 
souris ERa.KO devaient démontrer un comportement nociceptif supérieur à celui des souris 
ERa.WT. Les résultats obtenus sont pourtant nuancés. Lorsque l'on mesure la réponse 
nociceptive par rapport à la technique décrite par Hunskaar et Hale (1985) (mesure du 
comportement de « lèchement» chez la souris), les résultats obtenus avec le modèle agoniste se 
rapprochent de cette hypothèse puisque le comportement douloureux est diminué durant 
! 'interphase en comparaison au contrôle. Cependant, chez le modèle de souris ERa.KO, 
seulement les souris mâles produisent un effet concordant à celui supposé par l'hypothèse de 
début d'étude, donc les mâles ERa.KO montrent un comportement douloureux augmenté par 
rapport aux souris ERa.WT durant !'interphase. 
D'un autre point de vue, si l'on considérait les résultats observés lors de !'interphase du score 
nociceptif, c'est-à-dire l'augmentation du comportement nociceptif chez les souris ayant reçues 
l'agoniste du récepteur ERa. (PPT), il pourrait être suggéré que la progestérone présente chez les 
souris ERaKO et non chez les souris OVX+PPT, est en cause dans cette variation du 
comportement nociceptif. Comme mentionné plus haut, la progestérone affecte l'efficacité des 
récepteurs estrogéniques, mais aussi se transforme en neurostéroïde ayant aussi un effet 
important sur la modulation de la douleur. 
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Interphase : Variation entre les sexes lors de 1' interphase du test à la formaline chez les 
souris ERaKO 
Le rôle du récepteur ERa semble être le même chez le mâle et chez la femelle ERaKO lors de la 
phase 1 du test à la formaline. Cependant, lors de l' interphase, une augmentation du 
comportement douloureux a été observée chez les femelles ERaKO, en comparaison avec les 
femelles de type sauvages (WT). Alors que chez le mâle, durant !'interphase, aucune 
augmentation n'a pas été observée. Cette différence entre les sexes, pendant l'interphase du test 
à la formaline, suggére que le rôle du récepteur ERa, au niveau des mécanismes de contrôle 
nociceptif associés à !'interphase serait dépendant du sexe de la souris. Cette variation entre les 
sexes peut s'expliquer de plusieurs façons. 
Premièrement, il a été mentionné dans la section 1.4.2 que les mécanismes neurophysiologiques 
associés à !'interphase sont distincts entre les mâles et les femelles. Gaumond et al. (2007) ont 
démontré que ces mécanismes sont non-opioïdergiques chez les mâles, puisque le comportement 
nociceptif associé à !'interphase n'est que très peu modulée par les antagonistes des récepteurs 
opioïdes. À l'inverse, ces mécanismes seraient vraisemblablement associés au système opioïde 
chez les femelles, principalement régis par les récepteurs K et ô , puisque le comportement 
nociceptif des rates est altéré par l'injection d'antagonistes spécifiques à ces récepteurs. Ainsi, 
puisque le récepteur ERa module la libération de peptides opioïdes [Micevych et al., 2003], son 
absence affecte davantage la nociception durant l'interphase du test à la formaline chez la 
femelle que chez le mâle. Cette variation entre les sexes pourrait expliquer la variabilité entre les 
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mâles et les femelles de ce projet, particulièrement en considérant qu'il a été démontré que le 
récepteur ERa module la libération de peptides opioïdes [Micevych et al., 2003]. Ce rôle 
particulier du récepteur ERa pourrait être impliqué dans les mécanismes neurophysiologiques 
d'inhibition endogène de la douleur chez la femelle. Puisque les mécanismes sont non-
opioïdergiques chez les mâles, !'interphase ne serait pas modulée par ce récepteur. 
Deuxièmement, l'action spécifique aux femelles du récepteur ERa dans la réduction du 
comportement douloureux de !'interphase pourrait s'expliquer par le type d'animal utilisé. Nous 
avons soulevé plus tôt la variabilité inter-espèce et inter-souche impliquée lors 
d'expérimentations sur la douleur. Il est donc important de considérer le fait qu'il n'y a pas de 
différence entre les mâles SHAM et les mâles castrés (CAST), ce qui permet de croire à une 
absence d'effet des hormones sexuelles (ni testostérone ni estrogène) de façon générale chez 
cette souche. De plus, Spooner et al. (2007) n'ont pas observé de variations durant !'interphase 
chez les souris mâles ERPKO (de souche C57BU6j), bien qu'il y ait présence d'une différence 
considérable chez les femelles ERPKO. 
Troisièmement, il est aussi suggéré que la structure de la SGPA pourrait expliquer cette 
divergence entre les mâles et les femelles, puisque le système PAG-RVM (un centre dominant 
du contrôle inhibiteur descendant de la douleur) est sujet à un dimorphisme sexuel [Loyd & 
Murphy, 2006] et que ce circuit est essentiel à l'analgésie opioïdergique et donc à !'interphase. 
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Ces résultats démontrent qu'il faut être vigilant en ce qui concerne les souris mâles, puisque 
nous avons démontré que les comportements douloureux entre les mâles et les femelles sont très 
différents de ce qui a été observé dans le passé (il n'y a plus de différence visible). De plus, il est 
impératif d'être prudent concernant le type d'analyse utilisé (score comportemental décrit par 
Dubuisson and Dennis ( 1977) vs mesure unique du comportement de « lèchement» décrit par 
Hunskaar and Hole ( 1987)), puisque le score comportemental ne représente pas toujours les 
comportements douloureux de façon précise. De plus, les résultats de Charlet et al. (données non 
publiées) démontrent que les souris n'ont jamais un poids égal posé sur chacune de ses pattes 
arrière lors du test à la formaline, ce qui invalide, en partie, l'utilité du score « 0 » chez la souris. 
Donc, lorsqu'une différence est observée entre deux scores nociceptifs inférieurs à un (tel 
qu'observé Fig. 11 entre les souris OVX et OVX+PPT lors de !'interphase) on peut suspecter un 
artéfact d'interprétation des données. Ce qui confirme une validité supérieure, chez la souris, de 
l'analyse du comportement de« lèchement» uniquement décrite par Hunskaar et Hole (1987). 
Finalement, il est important de mentionner que puisque les femelles subissent une intervention 
chirurgicale (ovariectomie et insertion d'un implant) et pas les mâles, il est impossible de les 
comparer entre eux en regard des différences entre les sexes. 
Phase 2: 
Tout comme décrit avec le récepteur ERP, les comportements nociceptifs de la phase 2, 
particulièrement tardive (2b), les souris injectées avec le PPT ont présenté des comportements 
nociceptifs moindres en comparaison avec les souris OVX. L'effet anti-inflammatoire associé au 
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récepteur ER a n'a jamais été observé avant. Cependant, il est important de mentionner que ces 
variations de la réponse nociceptive lors de la phase inflammatoire n'ont pas été observées chez 
les souris ERaKO. La différence majeure qui existe entre le modèle utilisant l'injection 
d'agoniste suite à l'ovariectomie et celui des souris transgéniques est, comme mentionné plus 
haut, 1 'ajout de progestérone via un implant chez les souris transgéniques. La progestérone 
possède un effet considérable sur la capacité analgésique de l'estradiol lors de la phase 2 du test 
à la formaline [Kuba et al., 2005]. Il est même suggéré que la progestérone renverse l'effet anti-
inflammatoire de 1' estradiol durant cette phase. Cette action antagoniste de la progestérone sur 
l'estradiol pourrait expliquer la présence d'une variation des réponses nociceptives de la phase 
inflammatoire tardive (2b) entre le modèle d'injection d'agoniste et le modèle de souris 
transgéniques (ERaKO ou ERPKO). 
7.4 Critique du protocole 
Le protocole utilisé durant cette expérimentation a été choisi du à ces caractéristiques 
triphasiques représentant la douleur aiguë, tonique ainsi que le contrôle inhibiteur de la douleur. 
Cependant, plusieurs points sont à tenir compte concernant les différentes techniques d'analyse 
du test à la formaline. Comme mentionné au cours de l'introduction, le test à la formaline a 
d'abord été mis au point sur le rat et le chat [Dubuisson & Dennis, 1977]. L'utilisation des 
souris est cependant de plus en plus fréquente et il est d'intérêt de considérer leur différence de 
comportement afin d'effectuer des évaluations justes. Dans l'expérimentation présentée dans ce 
mémoire, il a été décidé, dans un premier temps, d'observer le score nociceptif, c'est-à-dire le 
score pondéré présenté par Dubuisson et Dennis (1977). Cette méthode a été sélectionnée 
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puisqu'elle est utilisée par la plupart des autres équipes de recherche s'intéressant aux rôles des 
hormones gonadiques et des récepteurs estrogéniques dans la douleur. Nous avons ajouté à cette 
mesure les comportements de « trépidement » et de « lèchement ». La mesure du comportement 
de «lèchement» était d'autant plus importante puisqu'il s'agit du comportement de référence 
utilisé lors du test à la formaline chez la souris [Murray et al., 1988]. L'ajout du comportement 
de « trépidement » permettait d'ajouter la composante reliant le comportement au mécanisme 
neurophysiologique spinal et supraspinal [Ceccarelli et al., 2003]. Il est évident qu'il aurait été 
possible d'utiliser plusieurs autres techniques d'analyse, particulièrement avec un modèle 
comme la souris, où la combinaison des comportements de « trépidement » et de « lèchement » 
aurait pu être faite. Dans le même ordre d'idée, certaines équipes associent un score pondéré 
uniquement aux comportements de « trépidement » et de « lèchement » [Watson et al., 1997], 
cette technique d'analyse aurait aussi été efficace. Dans ces deux cas, ces techniques auraient 
permis de passer outre la discrimination des scores pondérés 0 et 1, tout en conservant la 
pondération associée aux différents comportements. En effet, il a été décrit que cette technique 
de pondération était optimale chez le rat [Watson et al., 1997]. 
De plus, lors de l'expérimentation présente, le comportement des animaux a été évalué 
visuellement de façon directe. Cependant, Langford et al. (2006) ont démontré l'influence de la 
présence d'un observateur directement dans la salle d'expérimentation sur les tests 
comportementaux chez les rongeurs. Il est évident qu'il serait préférable de filmer les animaux 
afin de pouvoir exclure cet élément de variation. Cependant, puisque toutes les souris ont été 
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évaluées de la même façon, nous ne pensons pas que cette variable ait affecté de façon majeure 
les résultats obtenus. 
Un dernier point important est l'utilisation à la fois d'éthanol et de DMSO comme solvant du 
PPT. Puisque le PPT n'était pas un composé solvable dans la concentration initiale d'éthanol, 
nous avons décidé, dans un premier temps d'augmenter le volume final de la solution injectée 
afin de pouvoir dissoudre la quantité nécessaire de PPT (n=7). Cependant, afin de vérifier que le 
volume n'avait pas d'effet considérable sur le test à la formaline, nous avons modifié le solvant 
pour le DMSO qui permettait une meilleure solubilité du produit et donc un volume final 
d'injection standard (n=7). Au final, les résultats obtenus lors de l'utilisation du solvant éthanol 
ou DMSO n'étant pas différent, les deux groupes ont donc été fusionnés pour former un seul et 
même groupe (n=14). 
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Conclusion 
CHAPITRE 8 : CONCLUSION 
Cette étude a permis de démontrer l' importance des deux sous-récepteurs estrogéniques sur les 
mécanismes neurophysiologiques de la douleur, tout en démontrant leur distinction quant à leur 
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Figure 22. Graphique résumé de l'implication du récepteur ERa et ERP dans la modulation de 
la douleur 
Graphique résumé des résultats au test à la formaline des souris femelles injectées avec 
l'agoniste spécifique du récepteur ERa (OVX+PPT) en comparaison des souris contrôles (souris 
ovariectomisées, OVX). Les flèches représentent les résultats statistiquement significatifs. La 
direction des flèches représente l'augmentation ( 1') ou la diminution ( ~ ) de la réponse 
nociceptive par rapport aux souris contrôles (OVX). 
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Les résultats ont pennis de confirmer l'effet hyperalgésique du récepteur ER~ par la modulation 
des voies de contrôles inhibitrices. Nous avons de plus démontré pour la première fois dans un 
modèle comportemental de douleur l'effet hypoalgésique du récepteur ERa par la modulation 
des mécanismes de transmission et d'inhibition de la douleur. 
Il est évident qu'il serait nécessaire de mieux caractériser l'effet précis de ces récepteurs sur les 
centres supérieurs régissant les mécanismes d'inhibition de la douleur ainsi que les mécanismes 
neurophysiologiques spinaux. Particulièrement, la régulation de la libération des 
neurotransmetteurs monoaminergiques ainsi que des peptides algogènes. 
De plus, les récepteurs estrogéniques présents au niveau de la membrane sont de plus en plus 
discutés dans la littérature, particulièrement au niveau neurophysiologique et dans les 
mécanismes de douleur. Entre autres, il a été déterminé que les effets du récepteur ERa sur les 
neurones de petits calibres des DRO se produisent par des récepteurs situés au niveau de la 
membrane. Il serait donc pertinent de mieux caractériser leur rôle dans la douleur, 
particulièrement dans l'objectif de pouvoir les cibler spécifiquement dans le traitement de la 
douleur. 
On parle de plus en plus des neurostéroïdes, des stéroïdes synthétisés à même le SNC, et de leur 
rôle actif dans la modulation de la douleur. Puisque ces molécules sont dérivées des stéroïdes 
connus, il serait extrêmement intéressant d'approfondir le rôle des hormones sexuelles 
gonadiques sur la synthèse et les mécanismes d'action des stéroïdes neuroactifs. Toujours dans 
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le but de mieux adapter les traitements pharmacologiques basés sur la modulation de ces 
neurostéroïdes. 
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